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 1 
1 Einleitung 
 
 
Die besonderen Eigenschaften von Nanopartikeln sowie deren Nutzung sind 
bereits seit mehreren tausend Jahren bekannt. So wurden bereits im alten Ägypten 
Tinten und farbige Gläser mit Hilfe kolloidchemischer Dispersionen hergestellt. 
Im alten Rom wurden insbesondere Goldnanopartikel, die auf Grund ihrer 
Plasmonenresonanz farbig erscheinen, für das Färben von gläsernen Bechern und 
Fenstern verwendet.[1]  
Heutzutage beschäftigt sich die Nanotechnologie als eigenständiger 
Forschungszweig mit der Herstellung, Charakterisierung und potenziellen 
Anwendungsmöglichkeit von Nanomaterialien, die in vielen Bereichen des 
täglichen Lebens Anwendung gefunden haben. So wird beispielsweise 
nanopartikuläres Silber auf Grund seiner antibakteriellen Wirkung in Kosmetika 
und Textilien verwendet.[2-4] Der Lotus-Effekt von schmutzabweisenden 
Oberflächen beruht ebenso auf einem kolloidalen Effekt.[5,6] Calciumphosphat-
Nanopartikel (CaP-Nanopartikel) eignen sich auf Grund ihrer hohen 
Biokompatibilität und Biodegradierbarkeit besonders gut als Wirkstoffträger.[7-11] 
Diese Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil wird das Potential der 
Asymmetrischen Fluss Feld-Fluss Fraktionierung (AF4) zur präparativen 
Aufreinigung von anorganischen Nanopartikeln untersucht. Verwendet wurden 
hier Silber-, Gold- und Calciumphosphat-Nanopartikel, der Schwerpunkt liegt 
jedoch auf den Calciumphosphat-Partikeln mit Hinblick auf eine biologisch 
aktive Funktionalisierung. Aus diesem Grund wurde auf Additive im Eluenten 
wie Tenside und anorganische Salze verzichtet. Die einzige Ausnahme bildet 
Natriumchlorid. 
Die Feld-Fluss Fraktionierung ist eine der Chromatografie ähnlichen Methode, 
die im Jahr 1966 von John Calvin Giddings entwickelt wurde. Heutzutage wird 
diese Technik in verschiedenen Varianten auf Grund ihrer sanften Bedingungen 
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und der hohen Selektivität in diversen Bereichen eingesetzt. Dazu zählen 
insbesondere die Trennung und Analyse von Nanopartikeln, Polymeren und 
Biopolymeren wie Proteinen und Peptiden.[12-14] 
Im zweiten Teil der Arbeit wird die Synthese von funktionalisierten CaP-
Nanopartikeln mit dem Komplexliganden 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
1,4,7,10-tetraessigsäure (DOTA), sowie deren Beladung mit Kupfer(II) 
beschrieben. Der Ligand ist in Abb. 1.1 dargestellt. 
 
 
 
Abbildung 1.1: 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-
tetraessigsäure 
 
Diese Partikel bieten potentiell die Möglichkeit zum Einsatz in der Positronen-
Emissions-Tomografie (PET), wenn sie mit dem radioaktiven Isotop 64Cu beladen 
werden. Die PET ist eine bildgebende Methode der Diagnostik, bei der dem 
Patienten ein sogenannter Beta+-Strahler verabreicht wird. Dieses radioaktive 
Isotop emittiert Positronen (e+), die bei Kontakt mit Elektronen (e-) unter dem 
Effekt der Annihilation („Auslöschung“) in Energie zerfallen, welche in Form von 
Gammastrahlung frei wird und detektiert werden kann.[77,78]  
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2 Theoretischer Teil 
 
2.1 Kolloidale Systeme 
 
Als Kolloid werden im Allgemeinen Teilchen bezeichnet, die in einem 
Dispersionsmedium fein verteilt vorliegen. Der Name beruht auf ihrem 
charakteristischen trüben und leimartigen (griechisch kólla = Leim bzw. 
eidos = Form) Erscheinungsbild.[15]  
Die Definition und Einteilung kolloidaler Systeme kann nach unterschiedlichen 
Gesichtspunkten erfolgen. Eine frühe Einteilung von Kolloiden geht auf H. 
Staudinger zurück, der diese Systeme nach der Bindungsart zwischen den Atomen 
in Dispersionskolloide, Molekülkolloide und Assoziationskolloide unterteilt 
hat.[16]  
Bei Dispersionskolloiden handelt es sich um Systeme, in denen ein Stoff fein 
verteilt in einem Dispersionsmedium vorliegt, ohne in diesem löslich zu sein. 
Dieses System ist jedoch thermodynamisch instabil, sodass der dispergierte Stoff 
zur Auflösung oder Agglomeration neigt, sofern keine weiteren Maßnahmen zur 
Stabilisierung unternommen werden.  
Molekülkolloide sind hydrophile, thermodynamisch stabile Systeme, welche aus 
Makromolekülen gebildet werden. Die Größe der kolloidalen Partikel hängt im 
Wesentlichen von der Art und Größe der Makromoleküle ab, die durchschnittlich 
aus 103 bis 109 Atomen bestehen können. 
Assoziationskolloide (Mizellkolloide) werden durch die Zusammenlagerung 
(Mizellbildung) von Tensiden gebildet. Ebenso wie Molekülkolloide sind diese 
hydrophil und thermodynamisch stabil. Die Gestalt und Größe der Mizellen hängt 
neben der Art des Tensids von einer Reihe anderer Faktoren ab, darunter die 
Polarität des Dispersionsmittels, der Ladungszustand und die Konzentration des 
Tensids, der Elektrolytgehalt sowie die Temperatur.[16] 
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Eine andere Möglichkeit der Einteilung beruht auf dem Aggregatzustand von 
dispergierter Substanz und Dispersionsmedium und ist in Tab. 2.1 
zusammengefasst. 
 
Tabelle 2.1 Einteilung von kolloidalen Systemen nach Aggregatzustand von 
dispergierter Substanz und Dispersionsmedium 
Bezeichnung Kolloid Dispersionsmedium 
Feste Sole Fest Fest 
Suspensionen Fest Flüssig 
Feste Aerosole Fest Gas 
Feste Emulsionen Flüssig Fest 
Emulsionen Flüssig Flüssig 
Flüssige Aerosole Flüssig Gas 
Feste Schäume Gas Fest 
Flüssige Schäume Gas Flüssig 
 
Die Definition eines Kolloids entsprechend der Union of Pure and Applied 
Chemistry (UIPAC) von 1971 beschränkt sich hingegen auf dessen Größe, die in 
mindestens einer Dimension im Bereich zwischen 1 nm und 1 µm liegen muss. 
Betrachtet man Nanopartikel bzw. deren Dispersionen, so weisen diese besondere 
Eigenschaften auf, die im Wesentlichen durch ihre hohe spezifische Oberfläche 
hervorgerufen werden. Die daraus resultierende Oberflächenenergie ist nicht nur 
für die große Neigung zur Agglomeration verantwortlich, sondern beispielsweise 
auch für eine deutliche Senkung des Schmelzpunktes im Vergleich zu dem 
herkömmlichen Feststoff.[16] 
Die typischen Herstellungsverfahren lassen sich in zwei Klassen unterteilen: die 
Top-Down-Verfahren und die Bottom-Up-Verfahren. 
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Bei den Top-Down-Verfahren werden die Nanopartikel auf mechanischem oder 
physikalisch-chemischem Weg aus dem Bulkmaterial hergestellt, wie etwa durch 
Mahlen, Fotolithografie oder Laserablation. 
Die Bottom-Up-Verfahren dagegen beschreiben die Herstellung auf chemischem 
Wege, durch Fällungsreaktionen oder auch die Effekte der Selbstassemblierung 
oder Selbstorganisation.[18-20] 
 
 
2.2 Stabilität von Nanopartikeln 
 
Wie bereits in Abschnitt 2.1 beschrieben, sind Dispersionen von Nanopartikeln 
auf Grund ihrer hohen Oberflächenenergie nicht stabil, da das System bestrebt ist, 
einen thermodynamisch stabilen Zustand zu erreichen. Dabei spielen besonders 
zwei Effekte eine wichtige Rolle. Zum einen ist dies die sogenannte Ostwald-
Reifung, bei der sich kleine Partikel zu Gunsten von größeren auflösen, zum 
anderen die Aggregation bzw. Koagulation, also das Zusammenlagern von 
Partikeln zu einem größeren Verband. Dieser ganze Prozess wird auch als 
Alterung bezeichnet.[1,15,17] 
Die Alterungsgeschwindigkeit hängt von verschiedenen Faktoren ab, darunter im 
Wesentlichen die Löslichkeit des Bulk-Materials, die Größe der Partikel, die 
Grenzflächenspannung sowie der Diffusionskoeffizient und die Temperatur. 
Zur Erklärung der Stabilität von Kolloiden dient die DLVO-Theorie, benannt 
nach ihren Entwicklern Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek. Demnach 
bilden Kolloide im Dispersionsmedium zunächst eine elektrochemische 
Doppelschicht aus, indem Anionen an ein Partikel mit einem positiven 
Oberflächenpotenzial zu einer starren Schicht adsorbieren. Im Falle eines 
Partikels mit negativem Oberflächenpotential wird diese starre Schicht 
entsprechend durch Kationen gebildet. Die jeweils gegensätzlich geladenen Ionen 
bilden daraufhin eine zweite diffuse Schicht aus. Das elektrochemische Potential 
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nimmt mit zunehmendem Abstand in der starren Schicht linear ab. In der diffusen 
Schicht folgt diese Abnahme einem exponentiellen Verlauf. Dieser ist in Abb. 2.1 
dargestellt. Durch die Bewegung der Partikel wird ein Teil der diffusen Schicht 
vom Partikel getrennt. Die Potentialdifferenz zwischen der verbliebenen diffusen 
Schicht und der sogenannten Scher-Schicht wird als Zeta-Potential bezeichnet 
und bewirkt eine Abstoßung zwischen Partikeln gleichen Potentials. 
 
 
 
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung zur Erklärung des Zeta-Potentials 
 
Dem entgegen gerichtet sind die anziehenden Wechselwirkungen der van-der-
Waals-Kräfte zwischen den Partikeln. Abb. 2.2 zeigt dies für verschiedene 
Verhältnisse aus anziehenden und abstoßenden Wechselwirkungen.[21-23] 
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Abbildung 2.2: Beispiele für die gesamte freie Wechselwirkungsenergie (iii), 
zusammengesetzt aus anziehenden (i) und abstoßenden (ii) Beiträgen[21] 
 
Zur Vermeidung der Koagulation müssen daher die abstoßenden Kräfte 
überwiegen. Dies kann durch verschiedene Methoden der Stabilisierung erfolgen. 
Die elektrostatische Stabilisierung beruht auf einer Erhöhung der 
Oberflächenladung und damit einer stärkeren Abstoßung durch elektrostatische 
Wechselwirkung. 
Bei der sterischen Stabilisierung hingegen werden bevorzugt Tenside oder 
Polymere eingesetzt, die an der Partikeloberfläche adsorbieren oder kovalent 
gebunden werden. Durch ihren starken räumlichen Anspruch wird so eine 
Annäherung anderer Partikel erschwert. Eine dritte Methode stellt die 
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elektrosterische Stabilisierung in Form einer Kombination der beiden genannten 
Methoden dar. Hier werden überwiegend Polymere verwendet, die eine oder 
mehrere Ladungen tragen und damit sowohl einen elektrostatischen als auch 
sterischen Beitrag zur Stabilisierung leisten.[16,23,24] 
 
 
2.3 Calciumphosphat-Nanopartikel 
 
Calciumphosphat ist der Namensgeber für eine Reihe von Verbindungen und 
Mineralen, die sowohl Calcium als auch Phosphat in unterschiedlichen Anteilen 
enthalten. Das bedeutendste in der Natur vorkommende Calciumphosphat ist der 
Apatit. Dieser enthält in der Regel neben den Hauptbestandteilen Calcium und 
Phosphat diverse Fremdionen wie z.B. Natrium, Magnesium oder Eisen bzw. 
Hydroxid, Carbonat, Fluorid oder Chlorid. Für den Menschen spielt besonders der 
Hydroxylapatit mit der stöchiometrischen Formel Ca5(PO4)3OH eine bedeutende 
Rolle, da er einen wesentlichen Bestandteil des im Körper vorkommenden 
Hartgewebes, d.h. Knochen und Zähnen, ausmacht. Aus diesem Grund verfügen 
auch die synthetisch hergestellten Calciumphosphat-Nanopartikel (CaP-
Nanopartikel) über eine hervorragende Biokompatibilität und 
Biodegradierbarkeit.[10,25,26] 
Dies ist auch einer der Gründe für die intensive Forschung und den vielfältigen 
Einsatz der CaP-Nanopartikel. So werden diese unter anderem als Wirkstoffträger 
für den Transport von RNA oder DNA in Zellen eingesetzt. Hinzu kommen 
Möglichkeiten zur Funktionalisierung mit Antikörpern, zum gezielten 
Zelltargeting oder die Fluoreszenzmarkierung mittels Dotierung durch 
Lanthanoide oder Konjugation mit entsprechenden Farbstoffen.[27-32] 
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3. Materialien und Methoden 
 
3.1 Feld-Fluss Fraktionierung (FFF) 
 
3.1.1 Funktionsprinzip 
 
Wie bereits eingangs erwähnt stellt die Feld-Fluss Fraktionierung eine der 
Chromatografie ähnlichen Methode zur Trennung diverser Substanzen und Stoffe 
im Nano- bis Mikrometerbereich dar. Entwickelt im Jahr 1966 durch John C. 
Giddings, wird sie heute je nach Bauart in diversen Bereichen der Industrie und 
Forschung eingesetzt. Das grundlegende Funktionsprinzip ist in Abb. 3.1 
dargestellt und bleibt dabei immer gleich.[14,33] 
 
 
Abbildung 3.1: Funktionsprinzip der Feld-Fluss Fraktionierung 
 
Die zu trennende Probe wird mittels eines Eluentenstroms durch einen Kanal 
befördert während gleichzeitig senkrecht dazu ein Kraftfeld auf die Substanz 
gerichtet ist, welches die eigentliche Trennwirkung hervorruft. Die Art des 
Kraftfeldes hängt im Wesentlichen von der Bauart der Feld-Fluss Fraktionierung 
ab.  
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So kommt bei der elektrostatischen FFF ein elektrisches Feld zum Einsatz, womit 
sich diese Methode besonders für geladene Substanzen eignet. In der thermischen 
FFF werden die obere und untere Wand des Kanals unterschiedlich temperiert, 
wodurch ein Temperaturgradient erzeugt wird, der vor allem zur Trennung von 
Polymeren eingesetzt wird. Eine weitere Methode stellt die Zentrifugal-FFF dar, 
in der der gesamte Kanal in Rotation versetzt wird und somit die Fliehkraft zur 
Trennung genutzt wird.[33,34] 
Die gewählte Methode ist die AF4, in der ein sogenannter Querfluss erzeugt wird, 
indem ein Teil des Eluentenstroms durch eine Semipermeable Membran an der 
Unterseite des Kanals abgeführt wird. Das Prinzip ist in Abb. 3.2 dargestellt. 
 
 
Abbildung 3.2: Funktionsprinzip der AF4 
 
Die daraus resultierende Kraft bewirkt dementsprechend, dass die Partikel in 
Richtung der Membran gedrückt werden. Dem entgegen gerichtet ist jedoch die 
Diffusion, die stark von der Größe der Partikel abhängt. Daraus ergibt sich, dass 
kleinere Partikel in die höheren und damit schnelleren Strömungsschichten 
innerhalb des Kanals diffundieren, wodurch sie schneller eluieren als große 
Partikel. Die diesem Verfahren zu Grunde liegende Theorie ist mittlerweile 
hinreichend bekannt. So ist der dimensionslose Retentionsparameter RP mit der 
Kraft, welche auf die Analyten wirkt, über die folgende Formel verknüpft:  
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 𝑅𝑃 =
k𝑇
𝐹𝑤
 (3.1) 
k : Boltzmann-Konstante 
T : Temperatur 
F : Auf den Analyten wirkende Kraft 
w : Kanalhöhe 
 
Die Kraft auf den Analyten ist in der Fluss-FFF wiederum abhängig vom 
Totvolumen des Kanals V0, dem Querflussvolumenstrom VC, der Kanalhöhe w 
und dem Reibungskoeffizienten f: 
 𝐹 =
𝑉𝐶𝑤
𝑉0
𝑓 (3.2) 
Durch Einsetzen von Gleichung 3.2 in Gleichung 3.1 ergibt sich: 
 𝑅𝑃 =
𝑘𝑇 𝑉0
𝑓𝑉𝐶𝑤
2 (3.3) 
Setzt man anschließend die Nernst-Gleichung mit dem Diffusionskoeffizienten 
 𝐷 =
𝑘𝑇
𝑓
 (3.4) 
in Gleichung 3.3 ein, ergibt sich 
 𝑅𝑃 =
𝑉0𝐷
𝑉𝐶𝑤
2 bzw. 𝐷 =
𝑅𝑃 𝑉𝐶𝑤
2
𝑉0
 (3.5) 
Analog zur Chromatographie kann das Retentionsverhältnis RV als Verhältnis 
zwischen Totzeit t0 und Retentionszeit tr beschrieben werden: 
 𝑅𝑉 =
𝑡0
𝑡𝑟
 (3.6) 
Da sich die Probe während der Messung relativ nahe an der Membran und nicht 
in der Mitte des Kanals befindet, gilt die Näherung RV ≈ 6RP. Somit ergibt sich 
aus Gleichung 3.5 und 3.6: 
 𝐷 =
𝑡0𝑉𝐶𝑤
2
6𝑡𝑟𝑉0
 (3.7) 
Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Beziehung lässt sich schließlich aus dem 
Diffusionskoeffizienten der hydrodynamische Radius dH berechnen: 
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 𝐷 =
𝑘𝑇
3𝜋𝜂𝑑𝐻
 (3.8) 
Diese Methode wird überwiegend im Bereich der Analytik eingesetzt, um die 
Partikelgröße in Gemischen und ggf. komplexen Matrizes zu untersuchen. Dabei 
ist es in der Regel wichtig, die Wechselwirkung zwischen Partikeln und Membran 
zu minimieren. Dies geschieht meist durch Zugabe einer geringen Menge 
anorganischer Salze oder Tenside zum Eluenten.[35-38] 
 
 
3.1.2 Systemaufbau 
 
 
 
Abbildung 3.3: Aufbau der AF4-Anlage mit UV/Vis-Detektor und DLS 
 
In Abb. 3.3 ist der Aufbau der AF4-Anlage dargestellt. Der „Solvent Organizer“ 
dient als Stellplatz für den Eluenten. Der Entgaser wird benötigt, da sich 
Luftblasen nachteilig auf die Funktion der Pumpen sowie auf die Trennung im 
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Kanal auswirken. Für den Injektions- bzw. Fokusfluss werden zwei HPLC-
Pumpen vom Modell PN1130 verwendet. Der Querfluss wird mittels zweier 
Spritzenpumpen erzeugt, um einen kontinuierlichen Fluss zu gewährleisten. Der 
genaue Aufbau des Trennkanals ist in Abb. 3.4 dargestellt. Der verwendete 
Spacer besitzt eine Höhe von 350 µm und gibt damit die genaue Form des Kanals 
vor. Alle eingesetzten Membranen besitzen einen MWCO (Molecular Weight 
Cut-Off) von 10 kDa. 
 
 
Abbildung 3.4: Aufbau des Trennkanals[76] 
 
Der Kanal-Auslass führt zunächst zum UV/Vis-Detektor, gefolgt von der DLS 
und endet schließlich beim Fraktionssammler. Die Kapillarverbindung zwischen 
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Kanal und Detektoren wurde so kurz wie möglich gehalten, um die zeitliche 
Verzögerung der Messungen zu begrenzen. Diese beträgt aufgrund der Länge der 
Kapillaren 10 Sekunden für den UV/Vis-Detektor bzw. 30 Sekunden für die DLS 
und fällt damit aufgrund der dargestellten Zeitintervalle der Messungen kaum ins 
Gewicht. Zwischen DLS und Fraktionssammler besteht aufgrund der längeren 
Verbindung ein Zeitunterschied von 2 min. Die gesammelten Fraktionen 
entsprechen dabei ebenfalls einem Zeitintervall von 2 min. Daher können diese 
exakt den Messwerten der DLS zugeordnet werden. 
 
 
Abbildung 3.5: Benutzeroberfläche des AF4-Programms 
 
In Abb. 3.5 ist die Benutzeroberfläche mit den variablen Flussparametern der AF4 
dargestellt. Unter dem Punkt „General Settings“ erscheint zunächst der Dateipfad 
bzw. der Name der Methode. Zudem werden in diesem Bereich der verwendete 
Detektorfluss sowie die Höhe des Spacers definiert. Der Detektorfluss beträgt für 
 15 
alle durchgeführten Messungen 0,5 mL/min, da dies der höchste Fluss ist, mit dem 
die DLS noch zuverlässige Ergebnisse liefert. Ein geringerer Fluss hingegen 
würde die benötigte Messzeit deutlich verlängern. Der Punkt „Slot Flow Rate“ ist 
in unserem Fall ohne Bedeutung, da hierfür eine andere Bauart des Kanals sowie 
eine weitere Pumpe benötigt wird. Die Angaben zur Laufzeit („Run Time“) und 
benötigtem Elutionsvolumen („Solvent [ml]“) werden vom Programm 
automatisch aus den Parametern für Fokussierungs- und Elutionsschritt 
berechnet. Im Schritt „1. Focus Step“ kann zunächst eine Wartezeit nach Beginn 
des Laufs und vor der Probeninjektion definiert werden. Diese sollte beachtet 
werden, um eine Stabilisierung des Strömungsprofils im Kanal zu gewährleisten. 
Im Folgenden werden die verschiedenen Flussparameter sowie die Zeit für den 
Fokussierungsschritt festgelegt. Da die zugeführten und abgeführten Volumina 
übereinstimmen müssen, kann der Fokusfluss gemäß dem folgenden 
Zusammenhang berechnet werden: 
 ?̇?𝐼𝑛𝑗𝑒𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛 + ?̇?𝐹𝑜𝑘𝑢𝑠 = ?̇?𝐷𝑒𝑡𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 + ?̇?𝑄𝑢𝑒𝑟𝑓𝑙𝑢𝑠𝑠  (3.9) 
Im Feld „Transition Time“ wird schließlich der Zeitraum definiert, in dem die 
Umstellung zum Elutionsschritt erfolgt. Dabei wird der Fokusfluss 
heruntergeregelt, während in entsprechendem Maß der Injektionsfluss erhöht 
wird, wobei zu jedem Zeitpunkt Gleichung 3.9 erfüllt ist. 
Im Folgenden Abschnitt, dem „2. Elution Step“, werden die Parameter für die 
eigentliche Trennung festgelegt. Da der Fokusfluss für diese Phase abgeschaltet 
ist und der Detektorfluss immer konstant bleibt, wird hier nur der Querfluss 
eingestellt, während der Injektionsfluss automatisch angepasst wird. Für jeden 
einzelnen Schritt werden die jeweilige Dauer in Minuten, die Stärke des 
Querflusses und dessen zeitlicher Verlauf („Type“) eingestellt. Dabei kann man 
zwischen „constant“, „linear“ und „Power“ wählen. „Constant“ bezeichnet dabei 
ebendies, nämlich einen konstanten Querfluss mit der angegebenen Dauer und 
Stärke. „Linear“ beschreibt einen linearen Abfall oder Anstieg des Querflusses, 
abhängig von dessen Wert im folgenden Schritt. „Power“ gibt einen 
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exponentiellen Verlauf des Querflusses vor, dessen Exponent ebenfalls eingestellt 
werden kann, wie in der Beispielmessung in Abb. 3.5 dargestellt ist. Zusätzlich 
wird der Verlauf des Querflusses über die Zeit grafisch dargestellt, wobei in blau 
die Fokussierungs- und in rot die Elutionsphase angezeigt werden. Als letztes 
wird die berechnete Gesamtzeit der Elution dargestellt. 
Im letzten Schritt („3. Rinse Step“) können letztendlich einige Parameter für eine 
anschließende Spülung des Kanals definiert werden. 
Die Daten der Messungen werden für den UV/Vis-Detektor und die dynamische 
Lichtstreuung im Programm der DLS aufgezeichnet und dargestellt. In Abb. 3.6 
ist dies beispielhaft für die Daten der DLS dargestellt. 
 
 
Abbildung 3.6: Darstellung der DLS-Daten (Intensität und Z-Average) 
 
Die Intensität wird hierbei in kcps (kilocounts per second) angegeben und gibt 
damit die Anzahl der detektierten gestreuten Photonen wieder. Der Peak bei 
ca. 20 min wird als Void-Peak bezeichnet und enthält diejenigen Analyten, die 
nicht retardiert werden. Er markiert somit die Totzeit der Messung. 
Der Z-Average ist ein Mittelwert des hydrodynamischen Durchmessers. Das 
genaue Prinzip der dynamischen Lichtstreuung ist in Abschnitt 3.2 genauer 
beschrieben. In Abb. 3.7 sind die Daten des UV/Vis-Detektors dargestellt. 
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Angezeigt wird hier die relative Absorption für eine spezifische Wellenlänge. In 
diesem Fall beträgt sie 495 nm und entspricht damit der Anregungswellenlänge 
des eingesetzten FITC-markierten PEI. Programmbedingt werden für die 
Durchflussmessungen immer zwei Messwerte dargestellt, daher ist hier neben 
dem UV/Vis-Signal auch die Intensität der DLS zu sehen. Das Prinzip der 
UV/Vis-Messung ist in Abschnitt 3.3 genauer erläutert. 
 
 
Abbildung 3.7: Daten des UV/Vis-Detektors (Absorption) und DLS (Intensität) 
 
 
3.2 Dynamische Lichtstreuung 
 
3.2.1 Größenbestimmung 
 
Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS), oder Photonenkorrelations-
spektroskopie (PCS) lässt sich der hydrodynamische Radius von Partikeln in 
einem Größenbereich von 1 nm bis 10 µm in einer Dispersion bestimmen. Das 
Messprinzip beruht dabei auf der Lichtstreuung kolloidaler Teilchen. Je nach 
Verhältnis der Teilchengröße zur Wellenlänge müssen verschiedene 
Streuungstheorien berücksichtigt werden. Sind die Partikel deutlich kleiner als die 
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eingesetzte Wellenlänge, typischerweise kleiner als 
λ
10
 so tritt überwiegend 
Rayleigh-Streuung auf. Danach wird Licht an entsprechenden Partikeln 
isotropisch, d.h. gleichmäßig in alle Raumrichtungen, gestreut. Dabei gelten die 
folgenden Zusammenhänge für die Intensität I: 
 𝐼~𝑑6 bzw. 𝐼~
1
𝜆4
 (3.10) 
d : Partikeldurchmesser 
λ : verwendete Wellenlänge 
 
Demnach streuen größere Partikel erheblich stärker als kleinere, womit die Gefahr 
besteht, dass die Streuintensität der großen Partikel diejenige der kleinen Partikel 
überlagert. Die Intensität ist zudem stark abhängig von der verwendeten 
Wellenlänge, wird jedoch in der hier verwendeten Messanordnung nicht variiert. 
Entspricht die Partikelgröße ungefähr der eingesetzten Wellenlänge, so findet die 
Mie-Theorie Anwendung. Diese beschreibt die Streuintensität in Abhängigkeit 
des Streuwinkels und erklärt auch den Tyndall-Effekt, der für dieses Verfahren 
ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. Dieser nach seinem Entdecker John Tyndall 
benannte Effekt beschreibt das seitliche Herausstreuen aus einem Lichtstrahl, 
wodurch dieser sichtbar wird. Beobachtbar ist dies beispielsweise an 
Sonnenstrahlen in Rauch oder Nebel. Genutzt wird dieser Effekt unter anderem 
in optischen Rauchmeldern. In der DLS wird die Probe mit einem Laser bestrahlt, 
während in einem festen Winkel die Intensität des gestreuten Lichts gemessen 
wird. Aufgrund der Brown’schen Molekularbewegung, der die Partikel 
unterliegen, kommt es zu Schwankungen der Intensität. Mittels einer 
Autokorrelationsfunktion wird die Zeitabhängigkeit der Intensität bestimmt, 
woraus sich der Diffusionskoeffizient der Partikel errechnen lässt. Aus diesem 
wiederum lässt sich, wie in Gleichung 3.8 gezeigt, der hydrodynamische Radius 
bestimmen.  
Ein weiterer Parameter, den die DLS liefert, ist der Polydispersitätsindex. Dieser 
ist ein Maß für die Breite der Größenverteilung der Partikel. Bestimmt wird er 
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über die mathematische Beschreibung der Korrelationsfunktion. Er kann Werte 
zwischen 0 und 1 annehmen, wobei ein Wert unter 0,3 für eine monodisperse 
Verteilung spricht.[39-44] 
 
 
3.2.2 Zetapotential 
 
Das Zetapotential beschreibt die Oberflächenladung der Partikel und bietet somit 
einen Anhaltspunkt für die Stabilität der Nanopartikel. An dieser Stelle muss 
natürlich beachtet werden, dass auf diesem Wege keine Aussage über die sterische 
Stabilisierung getroffen werden kann. Bestimmen lässt sich das Zetapotential mit 
Hilfe der elektrophoretischen Mobilität. Zu diesem Zweck werden die Partikel 
einer Spannung ausgesetzt, in der sie sich entsprechend ihrer Oberflächenladung 
und Größe bzw. Diffusionskoeffizienten zur Elektrode bewegen.[41,43] 
 
 
3.3 UV/Vis-Spektroskopie 
 
Die UV/Vis-Spektroskopie gehört zu den molekülspektroskopischen Methoden, 
deren Prinzip auf der Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit 
Materie beruht.[45,46] Diese Strahlung kann entsprechend des Welle-Teilchen-
Dualismus als Transversalwelle mit periodisch wechselnden elektrischen und 
magnetischen Feldern oder als Lichtquanten bzw. Photonen angesehen werden. 
Verknüpft sind diese beiden Vorstellungen über die von Max Planck aufgestellte 
Gleichung 3.9:[45] 
 𝐸 = ℎ ∙  𝜈 (3.11) 
E : Energie 
h : Planck’sches Wirkungsquantum 
ν : Schwingungsfrequenz 
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Die Frequenz ist wiederum mit der Wellenlänge über folgende Formel (2) 
verknüpft 
 𝜈 =  
𝑐
𝜆
 (3.12) 
c : Lichtgeschwindigkeit 
λ : Wellenlänge 
 
und erlaubt damit eine charakteristische Aussage über die elektromagnetische 
Welle und die dazugehörigen Photonen. Die einzelnen spektroskopischen 
Methoden werden abhängig von der genutzten Wellenlänge bzw. der Art der 
Wechselwirkung unterschieden.[46,47] In diesem Fall wird der 
Wellenlängenbereich von 200 – 800 nm genutzt, in dem sich das Spektrum des 
sichtbaren Lichts und der nahen Ultraviolett-Strahlung befindet. Diese dient dazu, 
π-Elektronen der Doppel- und Dreifachbindungen in organischen Molekülen 
sowie nichtbindende Elektronenpaare, z.B. des Sauerstoff, Schwefels und 
Stickstoffs, anzuregen. Die angeregten Elektronen absorbieren dabei Photonen 
einer bestimmten Wellenlänge, was ihnen ermöglicht, aus dem Grundzustand in 
ein höheres Energieniveau zu wechseln. Wird nun die Lösung eines Stoffes mit 
Licht bestrahlt, so ist die Extinktion einer bestimmten Wellenlänge 
(Gleichung 3.13) proportional zur Schichtdicke c.[47,48]  
 𝐸(𝜆) = 𝑙𝑜𝑔
𝐼0
𝐼
 (3.13) 
E : Extinktion 
I0 : Intensität des eingestrahlten Lichts 
I : Intensität des austretenden Lichts 
 
Dieser Zusammenhang wurde von Bougouer und Lambert gefunden. Beer 
entdeckte darüber hinaus, dass die Absorption bei konstanter Schichtdicke von 
der molaren Konzentration des absorbierenden Stoffes abhängt. Die Kombination 
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dieser beiden Gesetzmäßigkeiten ist heute als das Lambert-Beer’sche Gesetz 
(Gleichung 3.14) bekannt: 
 𝐸(𝜆) = 𝜀𝜆 ∙ 𝑐 ∙ 𝑑  (3.14) 
ελ  : molarer Extinktionskoeffizient 
c  : molare Konzentration 
d  : Schichtdicke in cm 
 
Nach der DIN 1349 wird heute jedoch statt der Extinktion das spektrale 
Absorptionsmaß A bzw. statt des molaren Extinktionskoeffizienten der spektrale 
molare Absorptionskoeffizient κ verwendet, dargestellt in der folgen 
Gleichung 3.15[45,48]: 
 𝐴(𝜆) = 𝜅𝜆 ∙ 𝑐 ∙ 𝑑  (3.15) 
Als Lichtquelle dienen üblicherweise eine Wasserstoff- oder Deuteriumlampe für 
den UV-Bereich bzw. eine Glüh- oder Wolframlampe für den sichtbaren Bereich. 
Das jeweils erzeugte Spektrum wird dann mittels eines Prismas oder Gitters in 
monochromatisches Licht zerlegt, sodass die Probe immer nur mit Licht einer 
bestimmten Wellenlänge bestrahlt wird. Die Detektion erfolgt in der Regel mit 
sogenannten Quantendetektoren oder Fotomultiplier, in denen die austretenden 
Photonen absorbiert und in einen Fotostrom umgewandelt werden. Dieser 
Fotostrom ist proportional zur Anzahl der austretenden Photonen bzw. der 
Intensität.[48] 
 
 
3.4 Atomabsorptionsspektroskopie 
 
Die Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) gehört wie die UV/Vis-Spektroskopie 
zu den Methoden, die die Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung 
mit Materie nutzen. Anders als bei der UV/Vis-Spektroskopie wird bei der AAS 
die Absorption von Atomen eines bestimmten Elementes beobachtet. Die 
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Tatsache, dass die Absorptionslinien von Atomen sehr schmal (0,002 nm bis 
0,005 nm) und die Elektronenübergänge für jedes Element spezifisch sind macht 
die AAS zu einer hochselektiven Analysenmethode.[45,46] 
Der erste Schritt bei diesem Vorgang ist die Atomisierung der Probe. Eine 
Möglichkeit dafür bietet der sogenannte Flammenatomisator. Dabei wird die 
Lösung mit der zu analysierenden Substanz zunächst mittels eines Zerstäubers 
und eines Oxidationsmittels in ein Aerosol überführt. Dieses wird anschließend 
mit dem Brenngas vermischt und in einem Schlitzbrenner verbrannt. Derartige 
Laminarstrombrenner verfügen über den Vorteil, dass sie eine sehr ruhige 
Flamme mit langer Wegstrecke erzeugen, wodurch die Extinktion und damit die 
Empfindlichkeit erhöht wird.[48] 
Eine weitere Möglichkeit der Atomisierung bilden die elektrothermischen 
Atomisatoren. Diese bestehen meist aus einem Graphitrohr, in das einige µL der 
Probenlösung gegeben werden. Graphit bietet den Vorteil, dass er elektrisch 
leitfähig ist und mit Hilfe einer angelegten Spannung innerhalb kurzer Zeit sehr 
schnell aufgeheizt werden kann. Die Probe im Rohr wird zunächst bei niedriger 
Temperatur getrocknet und anschließend bei moderater Temperatur verascht. Ist 
dies geschehen, so wird das Graphitrohr durch starkes Erhöhen des Stroms 
innerhalb kurzer Zeit auf 2000 bis 3000 °C erhitzt. Dies führt dazu, dass die Probe 
in einem Zeitraum von wenigen Millisekunden bis Sekunden atomisiert wird. Die 
Messung der Absorption erfolgt daraufhin in der Dampfphase über der erhitzten 
Oberfläche.[47,48] 
Als Lichtquelle dient in unserem Fall eine Hohlkathodenlampe (HKL) des 
jeweiligen Elementes. Diese besteht aus einer Wolframanode, die sich innerhalb 
einer zylindrischen Kathode des zu analysierenden Metalls befindet. Wahlweise 
dient die Kathode auch als Träger des Analyten. Umgeben wird diese Anordnung 
von einer Glasröhre in der zusätzlich Neon oder Argon bei geringem Druck 
versiegelt sind. Bei Anlegen einer ausreichenden Spannung wird das enthaltene 
Edelgas ionisiert und wandert zur Kathode. Ist die kinetische Energie hoch genug 
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werden Atome aus der Kathode herausgeschlagen und bilden eine Atomwolke. 
Einige dieser durch das Sputtern erzeugten Atome befinden sich im angeregten 
Zustand und senden daraufhin Licht einer charakteristischen Wellenlänge aus, 
wodurch sie wieder in den Grundzustand zurückkehren.[48] 
Die Messung der Absorption erfolgt dann mit Hilfe eines Spektralphotometers, 
wobei üblicherweise zwischen Einstrahl- und Zweistrahlphotometern 
unterschieden wird. Im Einstrahlphotometer wird der erzeugte Lichtstrahl der 
HKL direkt durch die Brennerflamme bzw. die Graphitröhre geleitet. 
Anschließend trifft er auf einen Monochromator und einen Fotomultiplier, wie sie 
in Abschnitt 3.3 bereits beschrieben wurden. [47,48] 
Im Zweistrahlphotometer wird der Lichtstrahl dagegen mit Hilfe eines Choppers 
geteilt. Der Chopper besteht aus einer rotierenden Scheibe, die zu einer Hälfte 
durchlässig und zur anderen Hälfte verspiegelt ist. Auf diese Weise wird ein Teil 
des Lichtstrahls durch die atomisierte Probe geleitet, der andere Teil wird um die 
Probe herum geführt. Anschließend werden beide Strahlen mittels eines 
halbdurchlässigen Spiegels wieder vereint und entsprechend dem 
Einstrahlphotometer detektiert. Der Vorteil dieser Bauart ist, dass Referenz- und 
Probenstrahl simultan gemessen werden können und nicht wie im ersten Fall 
nacheinander.[48] 
 
 
3.5 Rasterelektronenmikroskopie 
 
Die Rasterelektronenmikroskopie gibt uns eine Möglichkeit zur Untersuchung 
von Strukturen im Nanometerbereich. In unserem Fall ist dies von besonderem 
Interesse hinsichtlich der Größe und Morphologie der dargestellten Nanopartikel. 
Auf Grund des Abbé-Limits liegt die maximale Auflösung, d.h. der Abstand 
zwischen zwei Punkten, die noch als getrennt voneinander wahrgenommen 
werden können, im Bereich der verwendeten Wellenlänge. Damit ist ein typisches 
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Lichtmikroskop (Auflösung bis ca. 1 µm) ungeeignet, um Strukturen oder 
Partikel im Nanometerbereich zu erfassen. In einem Elektronenmikroskop 
hingegen besitzen die erzeugten Elektronen je nach eingesetzter 
Beschleunigungsspannung eine theoretische Wellenlänge zwischen 0,006 und 
0,6 nm. Die Erzeugung eines entsprechenden Elektronenstrahls geschieht heute 
üblicherweise mittels einer Glüh- oder Feldemission. Für die 
Glühemissionskathode wird üblicherweise Wolfram oder LaB6 verwendet, 
welches auf ca. 2000 bis 2800 K erhitzt wird. Bei dieser Temperatur und 
angelegter Spannung treten Elektronen aus der Kathode aus und werden in 
Richtung der Anode beschleunigt.[49,50] 
Bei den Feldemissionskathoden wird zwischen kalten (Betriebstemperatur 300 K) 
und thermischen Feldemittern (Betriebstemperatur 1800 K) unterschieden. 
Während für erstere ebenfalls Wolfram als Kathodenmaterial verwendet wird, 
bestehen letztere aus einer Mischung aus ZrO und Wolfram.[51] 
Der erzeugte Elektronenstrahl wird im Folgenden mit Hilfe einer Reihe 
elektromagnetischer Linsen fokussiert und zeilenförmig über die Probe gerastert. 
Dabei kommt es zu verschiedenen Arten der Wechselwirkung zwischen 
Elektronen und Probenmaterial. Für die Bilderzeugung sind hier jedoch nur die 
Sekundärelektronen (SE) und die Rückstreuelektronen (BSE, engl. backscattered 
electrons) von Bedeutung.[49-52] 
Sekundärelektronen entstehen durch direkte Wechselwirkung des Primär-
elektronenstrahls mit dem Probenmaterial und dienen der Darstellung des 
Topografiekontrastes. Registriert werden sie üblicherweise mit einem 
sogenannten Everhart-Thornley Detektor. Dieser besteht zunächst aus einem 
Szintillator, der durch ein Material gebildet wird, das beim Durchgang von 
geladenen Teilchen, z.B. Elektronen, Photonen erzeugt. Beispiele für 
anorganische Szintillatoren sind Natriumiodid, Bismutgermanat oder 
Bleiwolframat. Ein weiteres Bauteil ist ein Fotomultiplier, wie er schon in Absatz 
3.3 beschrieben wurde.[51,52] 
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Der Rückstreuelektronenkoeffizient, d.h. die Ausbeute an BSE, hängt im 
Gegensatz zu den SE stark von der Ordnungszahl des Probenmaterials und dem 
Einfallswinkel des Primärstrahls, bezogen auf die Netzebenen, ab. Aus diesem 
Grund können bei Verwendung der Rückstreuelektronen drei Kontrastarten 
unterschieden werden: Der Materialkontrast, der Topografiekontrast sowie der 
Orientierungskontrast.[51,52] 
Der Materialkontrast beruht auf der Streuwirkung unterschiedlich schwerer 
Elemente. Solche mit hoher Ordnungszahl führen zu einer vergleichsweise 
geringen Eindringtiefe der Elektronen, d.h. es wird eine entsprechend hohe 
Anzahl zurückgestreut. Dies bewirkt bei der bildlichen Darstellung eine sichtbare 
Aufhellung. Für Elemente mit niedriger Ordnungszahl dagegen liegt eine hohe 
Eindringtiefe vor, wodurch der Rückstreukoeffizient abnimmt. Dies lässt das 
Probenmaterial dunkler erscheinen. 
Der Topografiekontrast, der auch bei den Sekundärelektronen auftritt, entsteht 
durch die Richtungsänderung der gestreuten Elektronen an geneigten Flächen 
bzw. Kanten. Dadurch kommt es je nach Lage in Bezug auf den Primärstrahl zu 
einer Aufhellung oder Verdunklung in der Abbildung und kommt damit einer 
gerichteten Beleuchtung gleich. 
Der Orientierungskontrast wird durch den Winkel zwischen dem einfallenden 
Primärelektronenstrahl und den reflektierenden Gitterebenen der Probe bestimmt. 
Bei kleinem Einfallswinkel werden verhältnismäßig wenige Elektronen 
zurückgestreut bzw. werden zudem in das Materialinnere hineingebeugt. Bei 
größerem Einfallswinkel kommt es dementsprechend zu einem größeren 
Rückstreukoeffizienten. 
Die Detektion erfolgt ebenso wie bei den Sekundärelektronen mittels Szintillator 
und Fotomultiplier.[50-52] 
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3.6 Analytische Scheibenzentrifuge 
 
Die Analytische Scheibenzentrifuge (DCS, engl. Differential Centrifugal 
Sedimentation) arbeitet nach dem Prinzip der Sedimentation von Partikeln in 
einem flüssigen Medium. Mit gegebener Viskosität des Mediums und Dichte der 
Partikel kann aus der Sedimentationszeit deren Größe bestimmt werden. Wird die 
Sedimentationsmessung mit der Erdgravitation durchgeführt, können jedoch nur 
Partikel bis zu einer bestimmten Größe von ca. 0,1 µm gemessen werden, da 
kleinere Partikel unter diesen Umständen nicht innerhalb einer sinnvollen Zeit 
sedimentieren würden. Alternativ dazu bietet die zentrifugale Sedimentation den 
Vorteil, dass mit entsprechend hohen Rotationszahlen ein Vielfaches der 
Erdgravitation erzeugt wird. Dadurch lassen sich nicht nur die 
Sedimentationszeiten erheblich verkürzen, zudem kann der Messbereich so bis 
auf unter 3 nm erweitert werden. Dabei werden zwei grundlegende Methoden 
unterschieden. 
In der integralen Sedimentation wird kontinuierlich die Partikelkonzentration 
einer Lösung in einem festgelegten Abstand zur Oberfläche erfasst. Dies kann 
bspw. mit Hilfe eines Lasers oder Röntgenstrahls geschehen. Da die 
Konzentration der Partikel auf Grund der Sedimentation kontinuierlich mit der 
Zeit abnimmt, kann mit Hilfe der Stokes-Gleichung 3.14 die Größe der Partikel 
berechnet werden.  
 𝐷 = √
18𝜂𝑙𝑛
𝑅𝑓
𝑅0
(𝜌𝑝−𝜌𝑓)𝜔
2𝑡
 (3.16) 
D : Partikeldurchmesser 
η : Viskosität des Mediums 
Rf : Äußerer Radius der Rotation 
R0 : Innerer Radius der Rotation 
ρp : Dichte der Partikel 
ρf : Dichte des Mediums 
 27 
ω : Rotationsgeschwindigkeit 
t : Zeit 
 
Die Methode trägt die Bezeichnung „integral“, da die Summe (mathematisch das 
Integral) aller Partikel unterhalb einer bestimmten Größe erfasst werden. Für die 
zentrifugale Sedimentation zeigt diese Methode jedoch einige gravierende 
Nachteile. Zum einen kommt es zu turbulenten Vermischung der Probe, wird 
diese in eine rotierende Zentrifuge gegeben. Damit ist eine Charakterisierung der 
Startbedingungen äußerst schwierig. Wird die Probe in eine stehende Zentrifuge 
gegeben, so muss während des Beschleunigungsvorganges sehr exakt gemessen 
und die steigende Rotationsgeschwindigkeit berücksichtigt werden. Zudem muss 
eine weitere Durchmischung der Probe während dieses Vorgangs ausgeschlossen 
werden. 
Ein weiterer Nachteil sind mögliche Konvektionsströme, die eine Reduzierung 
der Auflösung und Genauigkeit zur Folge haben. Um dem entgegenzuwirken, 
sollte die Temperatur möglichst konstant gehalten werden, was gerade in einer 
Zentrifuge auf Grund der Reibungshitze jedoch schwierig zu realisieren ist.  
Ein eher praktischer Nachteil ist weiterhin, dass die Zentrifuge stets zwischen 
zwei Läufen gereinigt werden müsste. 
In der differentiellen Sedimentation dagegen wird zunächst die klare Lösung 
gemessen. In die rotierende Zentrifuge wird anschließend die Probe gegeben. 
Dadurch sedimentieren die Partikel der Größe nach und es wird immer nur ein 
kleiner Teil (ein Differential) erfasst. Wird eine Röntgenquelle zur Erfassung der 
Partikelkonzentration verwendet, so ist die Abnahme der Intensität direkt 
proportional zur Konzentration. Bei Anwendung einer monochromatischen 
Lichtquelle, z.B. eines Lasers, kann die Konzentration unter Anwendung der Mie-
Theorie berechnet werden. Diese beschreibt das Streuverhalten von Licht an 
sphärischen Körpern. Aus diesem Grund können mit guter Näherung auch nur 
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Partikel mit näherungsweise kugelförmiger Morphologie exakt vermessen 
werden. 
Die Praxis zeigt jedoch, dass bei Zugabe einer Probe mit höherer Dichte als der 
des Lösemittels diese als Bulk und nicht wie erhofft nach Partikelgröße getrennt 
sedimentiert. Dieser Vorgang, auch als „Streaming“ oder „Sedimentations-
instabilität“ bezeichnet, lässt sich jedoch vermeiden, indem innerhalb der Lösung 
ein Dichtegradient erzeugt wird. Für wässrige Medien kann dies mittels einer 
Saccharose-Lösung unterschiedlicher Konzentration geschehen. Die sequentiell 
steigende Dichte der Lösung verhindert das Streaming und ermöglicht so die 
erwünschte Trennung wie oben beschrieben.[53] 
Der Aufbau solch einer Scheibenzentrifuge ist in Abb. 3.6 dargestellt. 
 
 
Abbildung 3.6: Schematische Darstellung einer Scheibenzentrifuge 
 
 
3.7 Synthese von Calciumphosphat-Nanopartikeln 
 
3.7.1 Calciumphosphat-Nanopartikel mit Polyethylenimin (CaP/PEI) 
 
Die Synthese von Calciumphosphat-Nanopartikeln (CaP-Nanopartikel) erfolgte 
entsprechend einer Fällungsreaktion nach Kozlova et al.[32] Die Stabilisierung 
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dieser Partikel geschah mit dem Polymer Polyethylenimin (PEI), welches in 
Abb. 3.7 dargestellt ist.  
 
Abbildung 3.7: Strukturformel von Polyethylenimin 
 
PEI bietet auf Grund der erzeugten positiven Oberflächenladung auf den Partikeln 
mehrere Vorteile. Neben der Stabilisierung der Partikel wird durch die positive 
Ladung die Adsorption von biologisch aktiven Molekülen mit negativer Ladung, 
z.B. DNA, begünstigt. 
Für die Synthese wurden Lösungen aus Calciumnitrat (10,8 mM, pH = 10) bzw. 
Diammoniumhydrogenphosphat (18 mM, pH = 10) zusammen mit einer Lösung 
aus PEI (2 g/L) innerhalb einer Minute mittels Peristaltikpumpen in ein 
Becherglas mit 20 mL Reinstwasser gepumpt. Das Volumenverhältnis der 
Lösungen betrug 5 mL : 5 mL : 7 mL. Anschließend wurde die Mischung 10 min 
gerührt. 
Die Synthese ist in Abb. 3.8 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Synthese von CaP/PEI-
Nanopartikeln 
 
Die Aufreinigung erfolgte durch Ultrazentrifugation bei 30.000 U/min bzw. 
66.000 g für 30 min. Anschließend wurden die Partikel mittels 
Ultraschalldisperser (Hielscher, Sonotrode 7, cycle 0,8, Amplitude 70%) für 30 s 
in Reinstwasser redispergiert. 
Die Charakterisierung erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung, Bestimmung 
des Zetapotentials sowie Rasterelektronenmikroskopie. Tab. 3.1 zeigt die 
erhaltenen, repräsentativen Messergebnisse.  
 
Tabelle 3.1: Ergebnisse der Charakterisierung der CaP/PEI-Nanopartikel 
Z-Average (DLS) 
/ nm 
PDI Zetapotential / mV 
Durchmesser 
(REM) / nm 
137 0,110 22 80 – 140 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die synthetisierten CaP/PEI-
Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 137 nm sehr gut 
in dem für diese Nanopartikel typischen Größenbereich liegen. Der PDI weist mit 
einem Wert von 0,11 auf eine sehr geringe Polydispersität hin. Daher kann davon 
ausgegangen werden, dass die dargestellten Partikel in monodispersem Zustand 
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vorliegen. Das Zeta-Potential liegt mit 22 mV ebenfalls im erwarteten Bereich für 
diese Art der Partikel. Auch wenn der erhaltene Wert nicht im optimalen Bereich 
für eine elektrostatische Stabilisierung liegt, kann auf Grund des niedrigen PDI 
und der in Abb. 3.9 gezeigten schmalen Intensitätsverteilung von einer guten 
Stabilisierung ausgegangen werden. 
 
 
Abbildung 3.9: Partikelgrößenverteilung (DLS) für CaP/PEI-Nanopartikel 
 
Die in Abb. 3.10 dargestellte Aufnahme des Rasterelektronenmikroskops für 
CaP/PEI-Nanopartikel zeigen Partikel im Größenbereich zwischen 80 und 
140 nm. Dies entspricht der Verteilung, wie sie auch in der DLS beobachtet 
wurde. Es fällt jedoch auf, dass die Anzahl der kleinen Partikel im REM 
überwiegt. Dies beruht auf dem in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Zusammenhang 
zwischen Intensität und Partikelgröße. Aus diesem Grund werden in der DLS 
bevorzugt große Partikel dargestellt. Zu beachten ist auch, dass im REM immer 
nur ein kleiner Ausschnitt der untersuchten Probe abgebildet werden kann. 
Ebenso besteht die Möglichkeit, dass es während der Probenpräparation für die 
REM-Aufnahmen bereits zur Agglomeration der Partikel gekommen ist. 
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Abbildung 3.10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der CaP/PEI-
Nanopartikel 
 
Außerdem wurden mehrere aufgereinigte Proben mittels AAS untersucht, um den 
Anteil an Calcium in den gebildeten Nanopartikeln zu bestimmen und später eine 
Aussage über die Ausbeute der AF4 machen zu können. In Tab 3.2 sind die 
erhaltenen Ergebnisse dargestellt. 
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Tabelle 3.2: Mittels AAS bestimmte Calcium-Konzentration für multiple 
Synthesen der CaP/PEI-Nanopartikel 
Synthese 
Konzentration an Ca2+ in 
der Reaktionslösung in 
mg/mL 
1 0,069 
2 0,064 
3 0,077 
4 0,077 
5 0,078 
6 0,074 
7 0,076 
8 0,072 
Mittelwert 0,073 
 
 
3.7.2 Silicamodifizierte Calciumphosphat-Nanopartikel 
 
Der mineralische Charakter der Calciumphosphat-Nanopartikel verhindert, dass 
diese direkt kovalent funktionalisiert werden können. Es ist daher nötig, zunächst 
eine zusätzliche Schale um die Partikel zu generieren, die eine solche 
Funktionalisierung ermöglicht. Eine der gängigen Methoden für 
Calciumphosphat-Nanopartikel ist das Erzeugen einer Silicaschale nach Stöber. 
Im Folgenden ist die zugehörige Reaktionsgleichung dargestellt:[83] 
 
Die Synthese der CaP/PEI/SiO2-Nanopartikel ist zudem in Abb. 3.11 schematisch 
dargestellt. 
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Abbildung 3.11: Schematische Darstellung der Synthese von CaP/PEI/SiO2-
Nanopartikeln 
 
Dafür wurde zunächst eine Mischung aus 40 mL Ethanol, 50 µL 
Tetraethylorthosilikat (TEOS) und 26 µL Ammoniaklösung (30-33%) hergestellt 
und 30 min gerührt. Zu dieser Lösung wurden 10 mL der entsprechend Abschnitt 
3.7.1 dargestellten unaufgereinigten CaP-Nanopartikel-Dispersion gegeben und 
für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. 
Die Aufreinigung erfolgte nach dem ebenfalls in Abschnitt 3.7.1 beschriebenen 
Verfahren. 
Die Charakterisierung erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung, Bestimmung 
des Zetapotentials sowie Rasterelektronenmikroskopie. Tab. 3.3 zeigt die 
erhaltenen repräsentativen Messergebnisse.  
 
Tabelle 3.3: Ergebnisse der Charakterisierung der CaP/PEI/SiO2-Nanopartikel 
Z-Average (DLS) 
/ nm 
PDI Zetapotential / mV 
Durchmesser 
(REM) / nm 
174 0,223 31 40 – 80 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die synthetisierten CaP/PEI/SiO2-
Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 174 nm in dem 
für diese Nanopartikel typischen Größenbereich liegen. Damit zeigen sie zudem 
einen Größenzuwachs im Vergleich zu den CaP/PEI-Nanopartikel, wie es auf 
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Grund der zusätzlichen Silica-Schale zu erwarten war. Der PDI liegt mit einem 
Wert von 0,223 noch im monodispersen Bereich. Das Zetapotential ist mit 31 mV 
deutlich größer als es bei den reinen CaP/PEI-Nanopartikel der Fall ist und weist 
damit auf eine gute elektrostatische Stabilität hin. Die in Abb. 3.12 dargestellten 
Messungen mittels DLS zeigen ebenfalls eine weitgehend monodisperse 
Verteilung. 
 
 
Abbildung 3.12: Partikelgrößenverteilung für CaP/PEI/SiO2-Nanopartikel 
 
In Abb. 3.13 sind die REM-Aufnahmen der hier dargestellten Partikel zu sehen. 
Die Größenverteilung der sphärischen Partikel liegt zwischen 40 und 80 nm.  
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Abbildung 3.13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
CaP/PEI/SiO2-Nanopartikel 
 
 
3.7.3 Kovalente Thiolfunktionalisierung 
 
Für eine kovalente Funktionalisierung ist es üblicherweise nötig, funktionelle 
Gruppen auf der Partikeloberfläche anzubringen. In diesem Fall wurden hierfür 
Thiolgruppen verwendet, da diese über die Thiol-Maleimid-Reaktion (Abb. 3.14) 
relativ einfach an diverse Moleküle gebunden werden können. 
 
 
Abbildung 3.14: Schematische Darstellung der Thiol-Maleimid-Reaktion 
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Diese Art der Funktionalisierung ist hinreichend bekannt und wird vielfach in 
diversen Bereichen, z.B. der Funktionalisierung bzw. Quervernetzung von 
Proteinen oder Antikörpern durch freie Thiolgruppen vorhandener Cysteine 
eingesetzt.[85-87] 
Für eine typische Synthese wurden zunächst 50 µL (3-Mercaptopropyl)-
trimethoxysilan (MPS) in 40 mL Ethanol gelöst und für 30 min gerührt. 
Anschließend wurden 10 mL der aufgereinigten Nanopartikeldispersion wie unter 
Abschnitt 3.7.2 dargestellt hinzugegeben und für 8-10 h bei Raumtemperatur 
gerührt. Die auf diese Weise funktionalisierten Nanopartikel wurden durch 
Ultrazentrifugation gereinigt, wie in Abschnitt 3.7.1 beschrieben. 
Die Charakterisierung erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung, Bestimmung 
des Zetapotentials sowie Rasterelektronenmikroskopie. Tab. 3.4 zeigt die 
erhaltenen repräsentativen Messergebnisse.  
 
Tabelle 3.4: Ergebnisse der Charakterisierung der CaP/PEI/SiO2-SH-
Nanopartikel 
Z-Average (DLS) 
/ nm 
PDI Zetapotential / mV 
Durchmesser 
(REM) / nm 
184 0,213 25 40 – 80 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen die synthetisierten CaP/PEI/SiO2-SH-
Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 184 nm. Damit 
weisen sie einen Größenzuwachs im Vergleich zu den CaP/PEI/SiO2-
Nanopartikel auf. Der PDI liegt mit einem Wert von 0,213 im monodispersen 
Bereich. Das Zeta-Potential ist mit 25 mV geringer als es bei den CaP/PEI/SiO2-
Nanopartikel der Fall ist und liegt damit geringfügig über dem Wert für CaP/PEI-
Nanopartikel. Die in Abb. 3.15 dargestellten Messungen mittels DLS zeigen 
ebenfalls eine weitgehend monodisperse Verteilung. 
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Abbildung 3.15: Partikelgrößenverteilung für CaP/PEI/SiO2-SH-Nanopartikel 
 
In Abb. 3.16 sind die REM-Aufnahmen der hier dargestellten Partikel zu sehen. 
Die Größenverteilung liegt zwischen 40 und 80 nm. Die Morphologie der Partikel 
ist überwiegend sphärisch. 
 
 
Abbildung 3.16: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
CaP/PEI/SiO2-SH-Nanopartikel 
 
 39 
Um die Beladungseffizienz mit Thiolgruppen zu bestimmen, wurde der 
sogenannte Ellmans-Test durchgeführt.[88] Dabei werden die vorhandenen 
Thiolgruppen mit einem Reagenz umgesetzt, in dessen Folge ein Farbstoff 
entsteht, der spektroskopisch quantifiziert werden kann. In diesem Fall wird das 
Ellmans Reagenz (5,5‘-Dithiobis-2-nitrobenzoesäure / DTNB) verwendet. Die 
Reaktion wird in einer Pufferlösung durchgeführt, in der das DTNB als Dianion 
(DTNB2-) vorliegt. Die Umsetzung mit freien Thiolgruppen ist schematisch in 
Abb. 3.17 dargestellt. 
 
 
Abbildung 3.17: Schematische Darstellung der Reaktion von DTNB2- mit 
einem Thiolreagenz 
 
Für die Bestimmung der Thiolkonzentration wurde zunächst eine Lösung von 
DTNB in Phosphatpuffer mit der Konzentration von 1,2 g/mL hergestellt. Zur 
Erstellung der Kalibriergeraden wurden jeweils 1 mL dieser Lösung weitere 
500 µL Pufferlösung und 500 µL einer Lösung aus 3-
Mercaptopropyltrimethoxysilan (MPS) in Phosphatpuffer hinzugefügt. Die auf 
diese Weise erhaltenen Reaktionslösungen wurden sofort mittels UV/Vis-
Spektroskopie hinsichtlich ihrer Absorption bei einer Wellenlänge von 412 nm 
untersucht. Die erhaltene Kalibriergerade mit der Formel y = 10,226 x und dem 
Korrelationskoeffizienten R² = 0,991 ist in Abb. 3.18 dargestellt. Die Probe der 
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CaP/PEI/SiO2-SH-Nanopartikel wurde zunächst mit einigen Tropfen 
konzentrierter Salzsäure versetzt, um die Partikel aufzulösen und damit 
unspezifisches Streuverhalten zu verhindern. Die erhaltene Lösung wurde 
anschließend analog zu den MPS-Lösungen vorbereitet. Unter Verwendung der 
Geradengleichung wurde auf diese Weise eine Thiolkonzentration von 
0,154 µmol/ml errechnet. Für ein Gesamtvolumen der Probe von 10 mL ergibt 
sich damit eine Ausbeute an gebundenen Thiolgruppen von 1,54 µmol. Die AAS 
ergab für die Dispersion reiner Partikel eine Konzentration von 80,0 mg/L Ca2+. 
Unter der Annahme, dass die Partikel aus reinem Hydroxylapatit (Ca5(PO4)3OH) 
zusammengesetzt sind, ergibt sich somit eine Gesamtmasse an 2,26 mg HAP in 
10 mL Dispersion. Nimmt man weiter an, dass die Form aller Partikel 
näherungsweise einer Kugel entsprechen, lässt sich mit dem mittleren 
Durchmesser aus dem REM das Volumen eines Partikels zu 1,13∙105 nm³ 
berechnen. Mit einer Dichte von 3,16 g/cm³ für Hydroxylapatit ergibt sich dann 
ein Gesamtvolumen von 6,35∙1020 nm³ bzw. eine Partikelanzahl von 5,61∙1015. 
Aus der berechneten Thiolmenge lässt sich so eine Oberflächenbeladung von etwa 
165 Thiolgruppen pro Partikel mit einem Platzbedarf von 68,4 nm² pro 
Thiolgruppe errechnen. 
 
 
Abbildung 3.18: Kalibriergerade zur Bestimmung der Thiolkonzentration 
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3.7.4 Calciumphosphat-Nanopartikel mit Carboxymethylcellulose 
 
Das Polymer Carboxymethylcellulose (CMC) (s. Abb. 3.19), bietet eine weitere 
Möglichkeit der Stabilisierung für CaP-Nanopartikel. Im Gegensatz zu PEI 
erzeugt dieses jedoch ein negatives Zetapotential an den Partikeln. Auf Grund 
dessen dienen die so dargestellten Partikel hier als Modell für biologisch aktive 
CaP-Nanopartikel mit negativer Oberflächenladung. 
 
Abbildung 3.19: Carboxymethylcellulose in der Sesselprojektion 
 
Die Synthese erfolgte entsprechend Peetsch et al.[54] in einer Fällungsreaktion 
innerhalb eines Rohrreaktors. Zu diesem Zweck wurden Lösungen aus 
Calciumlactat (6,0∙10-3 mol/L, pH = 9) und Diammoniumhydrogenphosphat 
(3,6∙10-3 mol/L, pH = 9) über ein Ypsilonstück in einen Rohrreaktor (50 mm 
Länge, 2,54 mm Innendurchmesser) gepumpt. Dieses Vorgehen ist nötig zur 
Kontrolle der Keimbildungszeit. Hinter dem Rohrreaktor befand sich ein weiteres 
Ypsilonstück, über welches der Nanopartikeldispersion eine Lösung aus CMC 
(2 g/L) hinzugefügt wurde, um die Partikel zu stabilisieren. Dies geschah 
innerhalb eines Auslaufs von 220 mm Länge. 
Die Aufreinigung erfolgte durch Ultrazentrifugation bei 20.000 U/min bzw. 
29.333 g für 30 min. Anschließend wurden die Partikel mittels 
Ultraschalldisperser (Hielscher, Sonotrode 7, cycle 0,8, Amplitude 70%) für 30 s 
in Reinstwasser redispergiert. 
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Die Charakterisierung erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung, Bestimmung 
des Zetapotentials sowie Rasterelektronenmikroskopie. Tab. 3.5 zeigt die 
erhaltenen repräsentativen Messergebnisse.  
 
Tabelle 3.5: Ergebnisse der Charakterisierung der CaP/CMC-Nanopartikel 
Z-Average (DLS) 
/ nm 
PDI Zetapotential / mV 
Durchmesser 
(REM) / nm 
156 0,178 -21 70 – 110 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen die synthetisierten CaP/CMC-Nanopartikel 
mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 156 nm in der DLS. Der PDI 
liegt mit einem Wert von 0,178 im monodispersen Bereich. Das Zetapotential 
weist mit -21 mV einen Betrag auf, der nicht im idealen Bereich für eine 
elektrosterische Stabilisierung liegt. Die in Abb. 3.20 dargestellten Messungen 
mittels DLS zeigen ebenfalls eine weitgehend monodisperse Verteilung. 
 
 
Abbildung 3.20: Partikelgrößenverteilung in der DLS für 
CaP/CMC-Nanopartikel 
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In Abb. 3.21 sind die REM-Aufnahmen der hier dargestellten Partikel zu sehen. 
Die Größenverteilung liegt hier zwischen 70 und 110 nm, wobei die dargestellten 
Partikel überwiegend eine sphärische Morphologie aufweisen.  
 
 
Abbildung 3.21: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
CaP/CMC-Nanopartikel 
 
Analog zu Abschnitt 3.7.1 wurde auch hier mittels AAS die Konzentration an 
Calcium in den synthetisierten Partikeln bestimmt. Tab. 3.6 zeigt die erhaltenen 
Ergebnisse. 
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Tabelle 3.6: Mittels AAS bestimmte Calcium-Konzentration für multiple 
Synthesen der CaP/CMC-Nanopartikel 
Synthese 
Konzentration an Ca2+ in 
der Reaktionslösung in 
mg/mL 
1 0,063 
2 0,076 
3 0,072 
4 0,066 
5 0,059 
6 0,068 
7 0,073 
8 0,064 
Mittelwert 0,068 
 
 
3.8 Synthese von metallischen Nanopartikeln 
 
3.8.1 Einleitung 
 
Metallische Nanopartikel, wie die hier verwendeten Silber- und Gold-
Nanopartikel, werden auf nasschemischem Weg üblicherweise durch Reduktion 
eines entsprechenden Salzes, z.B. Silbernitrat oder Silberacetat, dargestellt. Wie 
bei anderen Nanopartikeln auch ist es erforderlich, diese in der Dispersion zu 
stabilisieren um eine Agglomeration zu vermeiden. Dies kann ggf. gleichzeitig 
durch das Reduktionsmittel oder einen zusätzlichen Stabilisator geschehen. 
Gängige Reduktionsmittel sind beispielsweise Natriumcitrat, Natriumborhydrid, 
Hydrazin oder Alkohole. Letztere werden häufig im sog. Polyolprozess 
verwendet, in dem der mehrwertige Alkohol, wie z.B. Ethylenglycol oder 
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Diethylenglycol, gleichzeitig das Lösungsmittel und das Reduktionsmittel 
darstellt.[55-57]  
Als Stabilisator können diverse Komplexierungsmittel wie Natriumcitrat, 
Tenside, z.B. quaternäre Ammoniumverbindungen wie Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid (CTAB) oder Polymere wie Polyvinylalkohol (PVA) und 
Polyvinylpyrrolidon (PVP) dienen.[59-63] 
Eine Besonderheit der Silber-Nanopartikel ist, dass diese abhängig von den 
Reaktionsbedingungen, darunter Reaktionszeit, pH-Wert, Temperatur und 
Stabilisator, in verschiedensten Formen und Größen darstellbar sind. Dazu 
gehören u.a. Kugeln, Stäbchen, Drähte, Würfel und Tetraeder.[55, 60, 62-69] 
Auf Grund der antibakteriellen Wirkung von Silber finden diese Nanopartikel 
besonders im medizinischen Bereich, z.B. zur Beschichtung von Implantaten und 
Herzklappen oder in Wundauflagen Anwendung. Ebenso werden sie zur 
Desinfektion in Trinkwasserfiltern, für antimikrobielle Luftfilter oder in der 
Textilindustrie zur Abtötung geruchsbildender Bakterien eingesetzt.[70-74]  
 
 
3.8.2 Silber-Nanopartikel durch Reduktion mit Glucose 
 
Die hier dargestellten Nanopartikel wurden durch eine Reduktion  von Silbernitrat 
mit Glucose (Abb. 3.22a und b) und anschließende Stabilisierung mittels PVP 
(Abb. 3.22c) entsprechend Wang et al.[75] synthetisiert. 
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Abbildung 3.22: Struktur von D-Glucose in der offenen Fischerprojektion (a) 
und in der geschlossenen Sesselkonformation (b) sowie die Strukturformel von 
Polyvinylpyrrolidon (PVP) (c) 
 
Zu diesem Zweck wurden 2 g Glucose und 1 g PVP in 40 mL Reinstwasser gelöst 
und auf 90°C erhitzt. Anschließend wurde eine Lösung aus 0,5 g Silbernitrat in 
1 mL Wasser zugegeben und die Mischung für eine weitere Stunde bei 90 °C 
gerührt. Die erhaltene Dispersion wurde auf Raumtemperatur abgekühlt und 
durch zweimalige Ultrazentrifugation (20.000 U/min, 29.333 g, 30 min) und 
Redispergieren in Reinstwasser mittels Ultraschallbad gereinigt. 
Die Charakterisierung erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung, Bestimmung 
des Zetapotentials, Scheibenzentrifugation sowie Rasterelektronenmikroskopie. 
Tab. 3.7 zeigt die erhaltenen repräsentativen Messergebnisse.  
 
Tabelle 3.7: Ergebnisse der Charakterisierung der Ag/PVP-Nanopartikel 
Z-Average 
(DLS) / nm 
PDI 
Zetapotential / 
mV 
Durchmesser 
(DCS) / nm 
Durchmesser 
(REM) / nm 
53 0,211 -17 47 30 – 100 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen die synthetisierten Ag/PVP-Nanopartikel mit 
einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 53 nm in der DLS. Der PDI liegt 
mit einem Wert von 0,211 im monodispersen Bereich. Das Zetapotential weist 
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mit -17 mV einen Betrag auf, der nicht im idealen Bereich für eine reine 
elektrostatische Stabilisierung liegt. Die in Abb. 3.23 dargestellten Messungen 
mittels DLS zeigen eine weitgehend monodisperse Verteilung.  
Das Ergebnis der Scheibenzentrifuge zeigt mit 47 nm eine sehr gute 
Übereinstimmung mit dem Wert der DLS. Hier ist jedoch noch zu beachten, dass 
die Dichte, die der Berechnung zur Partikelgröße zu Grunde liegt, die für reines 
Silber ist. Für Partikel mit einer Polymerschale ist die Gesamtdichte jedoch 
niedriger. Die Größe der Partikel mit Hilfe von Formel 3.14 bestimmt. Die Größe 
ist mit der Partikeldichte über folgende Beziehung verknüpft: 
 𝐷~√
1
𝜌
 (3.17) 
Da die tatsächliche Dichte der Partikel geringer als angenommen ist, sind die 
Partikel in Wirklichkeit etwas größer als gemessen.  
 
 
Abbildung 3.23: Partikelgrößenverteilung in der DLS für Ag/PVP-Nanopartikel 
 
In Abb. 3.24 ist die Messung der Scheibenzentrifuge für diese Partikel gezeigt. 
Der dargestellte Verlauf weist auf eine monodisperse Verteilung auf, wie sie auch 
in der DLS beobachtet wurde.  
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Abbildung 3.24: Größenbestimmung mittels Scheibenzentrifuge für 
Ag/PVP-Nanopartikel 
 
In Abb. 3.25 sind die REM-Aufnahmen der hier dargestellten Partikel zu sehen. 
Die Größenverteilung liegt hier zwischen 30 und 100 nm. Es ist dabei jedoch zu 
beachten, dass die Partikel eine unterschiedliche Morphologie aufweisen. Der 
überwiegende Anteil der Partikel zeigt einen sphärischen Charakter mit einer 
Größe von ca. 30 bis 50 nm. Daneben liegen einige Partikel auch als Prismen oder 
Stäbchen vor, die mit einer Größe bzw. Länge von bis zu 100 nm im Wesentlichen 
zur Polydispersität beitragen.  
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Abbildung 3.25: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
Ag/PVP-Nanopartikel 
 
 
3.8.3 Mit Polyethylenimin umgeladene Silber-Nanopartikel 
 
Gängige Polymere zur Stabilisierung von Silber-Nanopartikeln wie PVA oder 
PVP erzeugen ein negatives Zetapotential der Partikel. Um eine positive 
Oberflächenladung zu erzeugen, wurden die nach Abschnitt 3.8.2 dargestellten 
Partikel mit dem Polymer PEI umgeladen.  
Dafür wurden zunächst Silber-Nanopartikel entsprechend der dort beschriebenen 
Methode hergestellt. Während des Abkühlens wurden dann 5 mL einer PEI-
Lösung (10 g/L) hinzugegeben und die Mischung über Nacht gerührt. Die 
erhaltene Dispersion wurde durch Ultrazentrifugation entsprechend Abschnitt 
3.8.2 aufgereinigt. 
Die Charakterisierung erfolgte mittels dynamischer Lichtstreuung, Bestimmung 
des Zetapotentials, Scheibenzentrifugation sowie Rasterelektronenmikroskopie. 
Tab. 3.8 zeigt die erhaltenen repräsentativen Messergebnisse.  
 
 50 
Tabelle 3.8: Ergebnisse der Charakterisierung der Ag/PVP/PEI-Nanopartikel 
Z-Average 
(DLS) / nm 
PDI 
Zetapotential / 
mV 
Durchmesser 
(DCS) / nm 
Durchmesser 
(REM) / nm 
133 0,157 +11 83 80 – 120 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen die synthetisierten Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ca. 133 nm in der 
DLS. Der PDI liegt mit einem Wert von 0,157 sehr gut im monodispersen 
Bereich. Das Zetapotential weist mit +11 mV einen recht niedrigen Betrag auf. 
Dies ist auf die gegensätzliche Ladung der verwendeten Polymere PVP und PEI 
zurückzuführen. Das Ergebnis der Scheibenzentrifuge liegt mit 83 nm unter dem 
Ergebnis der DLS. Da in diesem Fall auf Grund der zwei Polymere die 
entsprechende Hülle größer ist, als bei einfachen Ag/PVP-Nanopartikel fällt der 
in Abschnitt 3.8.2 beschriebene Zusammenhang zwischen Partikelgröße und 
Dichte stärker ins Gewicht. Daher gibt es in diesem Fall eine größere Abweichung 
zwischen den Ergebnissen der DLS und der DCS. Die mittels REM bestimmte 
Partikelgröße von 80 – 120 nm bestätigt diese Messungen. Die in Abb. 3.26 
dargestellten Messungen mittels DLS zeigen ebenfalls eine weitgehend 
monodisperse Verteilung. 
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Abbildung 3.26: Partikelgrößenverteilung in der DLS für 
Ag/PVP/PEI-Nanopartikel 
 
In Abb. 3.27 ist die Messung der Scheibenzentrifuge für diese Partikel gezeigt. 
Der dargestellte Verlauf weist im Wesentlichen eine monodisperse Verteilung 
auf, wie sie auch in der DLS beobachtet wurde.  
 
 
Abbildung 3.27: Größenbestimmung mittels Scheibenzentrifuge für 
Ag/PVP/PEI-Nanopartikel 
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In Abb. 3.28 sind die REM-Aufnahmen der hier dargestellten Partikel mit 
sphärischer Morphologie zu sehen.  
 
 
Abbildung 3.28: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
Ag/PVP/PEI-Nanopartikel 
 
 
3.8.4 Synthese von Gold-Nanopartikeln 
 
Die hier verwendeten Gold-Nanopartikel wurden über eine Citrat-Reduktion und 
anschließende Stabilisierung mittels PVP dargestellt. Für eine typische Synthese 
wurden dafür zunächst in einem Rundkolben 50 mL Reinstwasser unter Rühren 
erhitzt. Zu dem siedenden Wasser wurden 1,25 mL einer 10 mM 
Tetrachlorogoldsäure (HAuCl4) gegeben. Anschließend erfolgte die schnelle 
Zugabe einer Lösung aus 25 mg Trinatriumcitrat-Dihydrat in 5 mL Reinstwasser. 
Die Reaktionslösung wurde für eine Stunde bei 100 °C gerührt. Nach dem 
Abkühlen auf Raumtemperatur wurden 6,6 mg PVP (40 kDa) hinzugegeben und 
das Gemisch über Nacht gerührt. Die auf diese Weise stabilisierten Partikel 
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wurden durch Ultrazentrifugation (20.000 U/min, 29.333 g, 20 min) isoliert und 
mittels Ultraschallbad in Reinstwasser redispergiert.  
 
Die Charakterisierung erfolgte durch Bestimmung des Zetapotentials, 
Scheibenzentrifuge sowie Rasterelektronenmikroskopie. Tab. 3.9 zeigt die 
erhaltenen repräsentativen Messergebnisse.  
 
Tabelle 3.9: Ergebnisse der Charakterisierung der Au/PVP-Nanopartikel 
Zetapotential / mV 
Durchmesser (DCS) / 
nm 
Durchmesser (REM) / 
nm 
-13 6 5 – 15 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen die synthetisierten Au/PVP-Nanopartikel mit 
einem Zetapotential von -13 mV. Dieser Betrag liegt nicht im idealen Bereich für 
eine reine elektrostatische Stabilisierung, jedoch wird auch hier der Anteil der 
sterischen Abschirmung nicht berücksichtigt.  
Der dargestellte Verlauf für die Scheibenzentrifuge weist einen Peak mit einem 
Maximum bei ca. 6 nm auf (Abb. 3.29). 
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Abbildung 3.29: Größenbestimmung mittels Scheibenzentrifuge für 
Au/PVP-Nanopartikel 
 
In Abb. 3.30 sind die REM-Aufnahmen der hier dargestellten Partikel zu sehen. 
Die Größenverteilung liegt hier zwischen 5 und 15 nm, wobei die dargestellten 
Partikel eine sphärische Morphologie aufweisen.  
 
 
Abbildung 3.30: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der 
Au/PVP-Nanopartikel  
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4. AF4 zur präparativen Aufreinigung von 
Nanopartikeln 
 
Die in dieser Arbeit untersuchte Möglichkeit der präparativen Aufreinigung 
unterscheidet sich zu der analytischen Methode im Wesentlichen durch die 
injizierte Menge an Partikeln. Während im analytischen Bereich üblicherweise 
nur wenige Mikroliter für eine Messung benötigt werden, soll hier die Trennung 
bzw. Aufreinigung von mehreren Millilitern Nanopartikel-Dispersion pro 
Durchlauf untersucht werden.  
Hinzu kommt, dass mit Hinblick auf die Trennung biologisch aktiver Partikel 
keine Salze mit eventuell schädlicher Wirkung oder Tenside eingesetzt werden. 
Die Messungen werden ausschließlich mit Reinstwasser (filtriert über 0,1 µm 
PTFE-Filter) und ggf. Natriumchlorid als Zusatz durchgeführt. 
 
 
4.1 Kontrollmessungen 
 
Die folgenden Messungen (01 – 03) wurden mit einer Polyethersulfon-Membran 
(PES-Membran) durchgeführt. Die Strukturformel von PES ist in Abb. 4.1 
dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.1: Strukturformel von Polyethersulfon (PES) 
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Messung 01: 
 
In Tab. 4.1 sind die Flussraten für diese Messung dargestellt. 
 
Tabelle 4.1: Durchflussparameter für Messung 01 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,50 22 0,70 0,70 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
1 0,70 linear n.d. 
1 0,60 linear n.d. 
1 0,60 linear n.d. 
1 0,50 linear n.d. 
1 0,50 linear n.d. 
1 0,40 linear n.d. 
1 0,40 linear n.d. 
1 0,30 linear n.d. 
1 0,30 linear n.d. 
1 0,20 linear n.d. 
1 0,20 linear n.d. 
1 0,10 linear n.d. 
1 0,10 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.2 ist der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.2: Querfluss gegen Zeit für Messung 01 (Reinstwasser) 
 
 
Abbildung 4.3: Daten der DLS für Messung 01 (Reinstwasser) 
 
Diese Messung wurde ohne injizierte Nanopartikel durchgeführt, um zu zeigen, 
wie sich reines Wasser in der Durchflussmessung der Dynamischen Lichtstreuung 
darstellt. Abb. 4.3 zeigt, dass selbst in diesem Fall eine geringe Intensität 
vorhanden ist, deren Verlauf ungeordnet ist und damit eher einem Grundrauschen 
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entspricht. Auch der Z-Average zeigt einen eher sprunghaften Verlauf bis zu 
einem Wert von 300 nm. Durch die Verwendung von filtriertem Reinstwasser 
sollten hier jedoch keine Partikel, die größer als 100 nm sind, vorhanden sein. 
Zudem gibt es im Modus der Flow-Messung keinen Schwellenwert der Intensität, 
wie es im Batch-Modus der Fall ist. Es kann daher nicht unterschieden werden, 
ob sich bei diesen Werten tatsächlich noch einige Stoffe bzw. Partikel im Wasser 
befinden, die zu den dargestellten Messwerten führen, oder ob es sich lediglich 
um systembedingte Schwankungen handelt. Beide Möglichkeiten müssen jedoch 
für die folgenden Messungen berücksichtigt werden. 
 
 
Messung 02: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL PEI-Lösung der Konzentration 2 g/L injiziert. 
In Tab. 4.2 sind die Flussraten für diese Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.2: Durchflussparameter für Messung 02 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,50 22 0,70 0,70 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
1 0,70 linear n.d. 
1 0,60 linear n.d. 
1 0,60 linear n.d. 
1 0,50 linear n.d. 
1 0,50 linear n.d. 
1 0,40 linear n.d. 
1 0,40 linear n.d. 
1 0,30 linear n.d. 
1 0,30 linear n.d. 
1 0,20 linear n.d. 
1 0,20 linear n.d. 
1 0,10 linear n.d. 
1 0,10 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.4 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.4: Querfluss gegen Zeit für Messung 02 (PEI-Lösung) 
 
 
Abbildung 4.5: Daten der DLS für Messung 02 (PEI-Lösung) 
 
Für diese Messung wurde eine Lösung mit dem Polymer Polyethylenimin ohne 
Nanopartikel injiziert, um zu untersuchen, wie sich dieses Polymer in der AF4 
und der Dynamischen Lichtstreuung darstellt. Wie in Abb. 4.5 zu sehen ist, wird 
das PEI in der DLS recht gut dargestellt, wenn auch in geringer Intensität. Diese 
liegt jedoch deutlich über dem Grundrauschen, welches bei der Messung mit 
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reinem Wasser erhalten wurde. Es war jedoch auch nur eine geringe Intensität zu 
erwarten, da die Lösung in der verwendeten Konzentration optisch klar erscheint 
und somit das Licht überhaupt nur in einem sehr geringen Maß streuen kann. Vor 
diesem Gesichtspunkt ist es überraschend, dass dennoch ein eindeutiges Signal 
für das Polymer erhalten wird. Auch der Z-Average zeigt im Bereich von 
25 – 35 min ein zusammenhängendes Signal bis 100 nm. Der Z-Average lässt 
jedoch keinen direkten Schluss auf die Größe bzw. Anzahl der Makromoleküle, 
die für diese Werte verantwortlich sind, zu.  
 
 
Messung 03: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL einer CMC-FITC-Lösung injiziert. In Tab. 4.3 
sind die Flussraten für diese Messung dargestellt. 
 
Tabelle 4.3: Durchflussparameter für Messung 03 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 15 0,70 0,90 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
12 0,70 linear n.d. 
19 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.6 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 62 
 
Abbildung 4.6: Querfluss gegen Zeit für Messung 03 (CMC-FITC-Lösung) 
 
 
Abbildung 4.7: Daten der DLS für Messung 03 (CMC-FITC-Lösung) 
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Abbildung 4.8: Intensität (DLS) und UV/Vis-Absorption für Messung 03 
(CMC-FITC-Lösung) 
 
In den Abb. 4.7 und 4.8 sind die Daten der DLS für die Messung 03 mit Intensität 
und Z-Average (Abb. 4.7) bzw. Intensität und UV/Vis (Abb. 4.8) dargestellt. Die 
Intensität zeigt in dieser Messung nur das typische Rauschen, wie es auch in der 
Messung 01 mit Reinstwasser beobachtet wurde. Ähnliches gilt hier für das 
Verhalten des Z-Average. Aufgrund der geringen Intensität und beim Vergleich 
mit dem UV/Vis-Signal wird deutlich, dass der Z-Average für diese Messung 
keine sinnvollen Informationen liefert. Offensichtlich kann 
Carboxymethylcellulose im Gegensatz zu Polyethylenimin nicht in der DLS 
detektiert werden. Das Signal des UV/Vis-Detektors zeigt einen sehr großen Peak 
im Zeitraum zwischen 18 und 25 min, der in etwa vergleichbar ist, mit dem 
Ergebnis aus Messung 02 für ungebundenes PEI. Damit zeigt sich, dass CMC 
unter gleichen Bedingungen ähnlich eluiert, wie PEI. 
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4.2 AF4-Messungen mit CaP/PEI-Nanopartikeln 
 
Calciumphosphat-Nanopartikel, die mit dem Polymer PEI stabilisiert sind, weisen 
ein positives Zetapotential auf. Diese nach Abschnitt 3.7.1 dargestellten CaP/PEI-
Nanopartikel dienen als Modell für die Aufreinigung dieser Art von biologisch 
aktiven Nanopartikel.[84] 
 
 
4.2.1 RC-Membran 
 
Die folgenden Messungen (04 – 22) wurden mit einer Membran aus regenerierter 
Cellulose (RC) durchgeführt. Die Strukturformel ist in Abb. 4.9 dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.9: Strukturformel von regenerierter Cellulose (RC) 
 
 
Messung 04 bis 07:   
 
Für den Anfang wurden zunächst einige Testmessungen durchgeführt, in denen 
das Standardvolumen für analytische Messungen von 21 µL einer 
unaufgereinigten Dispersion von CaP/PEI-Nanopartikel injiziert wurde. In 
Tab. 4.4 sind die hierfür verwendeten Durchflussparameter aufgeführt. 
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Tabelle 4.4: Durchflussparameter für die Messungen 04 bis 07 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,50 10 1,50 1,50 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
50 1,50 Power 0,15 
15 0,10 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.10 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.10: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 04 bis 07 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
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Abbildung 4.11: Daten der DLS für Messung 04 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.12: Daten der DLS für Messung 05 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.13: Daten der DLS für Messung 06 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.14: Daten der DLS für Messung 07 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Die Abb. 4.11 bis 4.14 zeigen die Daten, die mittels Dynamischer Lichtstreuung 
von vier Messungen gesammelt wurden. Bei den Messungen 04, 05 und 07 ist ein 
sehr starkes Rauschen zu erkennen. Der Z-Average liegt für alle Messungen im 
Bereich zwischen 0 und 30 nm, was deutlich kleiner ist als die übliche Größe von 
 68 
Calciumphosphat-Nanopartikeln (100 bis 120 nm). Der Betrag der Intensität aller 
vier Messungen weist mit einem Maximum von 180 kcps einen extrem niedrigen 
Wert auf, wie er nur bei Testmessungen mit Reinstwasser ohne Partikel 
beobachtet wurde. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass keine oder nur sehr 
wenige Partikel von der DLS registriert werden. Eine mögliche Ursache hierfür 
ist die starke Verdünnung, die während der Fokussierung und Elution im Kanal 
auftritt. 
Eine andere Erklärung ist die starke Wechselwirkung zwischen Partikeln und 
Membranoberfläche. Die Membran aus regenerierter Cellulose weist ein 
negatives Oberflächenpotential auf, während die CaP/PEI-Nanopartikel ein 
positives Oberflächenpotential besitzen. Aus diesem Grund kommt es vermutlich 
insbesondere während der Phase der Fokussierung zu einer starken attraktiven 
Wechselwirkung zwischen Membran und Partikeln. Der Querfluss ist in dieser 
Phase am stärksten, weshalb der mittlere Abstand hier am geringsten ist. Zudem 
werden die Partikel hier auf einen kleinen Bereich der Membran konzentriert. 
Offenbar wird also ein erheblicher Teil der injizierten Partikel auf der 
Membranoberfläche adsorbiert. Ob diese Adsorption reversibel ist bzw. über 
welchen Zeitraum eine mögliche Desorption stattfindet, kann an dieser Stelle 
nicht mit Sicherheit bestimmt werden.  
Die Messungen 04 und 05 bzw. 06 und 07 wurden unmittelbar hintereinander 
durchgeführt, dennoch ist in den Messungen 05 und 07 weder aus der Intensität 
noch aus dem Z-Average ersichtlich, ob hier Partikel aus den jeweils vorherigen 
Messungen eingeflossen sind. Entweder ist die Konzentration der desorbierten 
Partikel zu gering oder die Zeit für eine ausreichende Desorption war noch nicht 
erreicht. 
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Messung 08: 
 
Für diese Messung wurden 500 µL aufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.5 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.5: Durchflussparameter für Messung 08 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,20 10 0,70 1,00 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
15 0,70 Power 0,25 
45 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.15 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.15: Querfluss gegen Zeit für Messung 08 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.16: Daten der DLS für Messung 08 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Wie in Abb. 4.16 zu sehen ist, wurde eine gute Größenverteilung der injizierten 
Nanopartikel erhalten. Die Intensität liegt hier in einem Bereich über dem 
Grundrauschen, wie es für die Messung 01 mit Reinstwasser beobachtet wurde, 
was auf das geringe Injektionsvolumen und damit die geringe Konzentration von 
Partikeln zurück zu führen ist. Der Z-Average zeigt den zu erwartenden Trend mit 
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einer Partikelgröße zwischen 50 und 110 nm. Offensichtlich führen hier sowohl 
der geringe Querfluss als auch das deutlich größere Injektionsvolumen im 
Vergleich zu den Messungen 04-07 dazu, dass ein sinnvolles Ergebnis erhalten 
wurde. Selbst wenn ein Teil der injizierten Partikel an der Membran adsorbiert 
wurde, eluieren weiterhin genug für ein ausreichend intensives Messsignal. 
 
 
Messung 09 und 10: 
 
Für diese Messung wurden 500 µL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. Neben den dargestellten Nanopartikeln weist die 
Dispersion daher noch Reste von ungebundenem PEI sowie nicht reagierte Edukte 
(Calciumnitrat und Diammoniumhydrogenphosphat) auf. Es wurden zwei 
Messungen mit den in Tab. 4.6 aufgeführten Flussraten durchgeführt, um die 
Reproduzierbarkeit der Methode zu untersuchen. 
 
Tabelle 4.6: Durchflussparameter für die Messungen 09 und 10 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 10 1,20 1,40 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
15 1,20 Power 0,25 
45 0,00 konstant n.d. 
 
In 4.17 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.17: Querfluss gegen Zeit für Messung 09 und 10 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.18: Daten der DLS für Messung 09 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.19: Daten der DLS für Messung 10 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Die Abb. 4.18 und 4.19 zeigen im Zeitraum von 25 bis 50 min in etwa denselben 
Verlauf sowohl für die Intensität als auch für den Z-Average. Zwischen 0 und 
25 min unterscheidet sich dieser Verlauf jedoch deutlich. Obwohl die Parameter 
beider Messungen identisch sind, zeigt sich in den Werten der DLS also nur eine 
teilweise Übereinstimmung. Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass für beide 
Messungen die Intensität geringer ist als in der Messung 01 mit Reinstwasser. Es 
könnte sich in diesem Fall schlicht um systembedingte Schwankungen handeln, 
wie sie in der genannten Messung beschrieben wurden. Im Vergleich zu 
Messung 08 wurde hier im Wesentlichen die Stärke des Querflusses variiert, der 
offensichtlich für eine erhöhte Adsorption der Partikel an der Membran und damit 
die deutlich verringerte Intensität verantwortlich ist. 
 
 
Messung 11 und 12: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. Es wurden zwei Messungen mit den in Tab. 4.7 
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aufgeführten Flussraten durchgeführt, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu 
untersuchen. 
 
Tabelle 4.7: Durchflussparameter für Messung 11 und 12 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 12,4 1,20 1,40 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
15 1,20 Power 0,20 
45 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.20 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.20: Querfluss gegen Zeit für Messung 11 und 12 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
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Abbildung 4.21: Daten der DLS für Messung 11 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.22: Daten der DLS für Messung 12 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Wie in den Abb. 4.21 und 4.22 zu sehen ist, gibt es eine deutliche 
Übereinstimmung hinsichtlich Intensitätsverlauf und Z-Average für beide 
Messungen. Die Intensität beschreibt den zu erwartenden Verlauf, der in etwa 
einer Gaußfunktion entspricht. Der Z-Average gibt den erwarteten Trend 
hinsichtlich Partikelgröße sehr gut wieder. Im Anfangsbereich zwischen 15 und 
25 min wäre der Void-Peak bzw. ungebundenes Polymer zu erwarten. Dies lässt 
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sich in den dargestellten Messungen jedoch nicht beobachten. Eine mögliche 
Ursache dafür liegt in der kurzen Fokussierung und dem schnellen Abfall des 
Querflusses, was zu einer unvollständigen Trennung von ungebundenem Polymer 
und Nanopartikeln führt. Im Bereich zwischen 60 und 70 min kommt es 
unerwartet zu einem Sinken der Partikelgröße. Die unvollständige Trennung 
könnte eine Erklärung für diese Beobachtung liefern.  
Dennoch zeigt sich für die beiden dargestellten Messungen eine sehr gute 
Übereinstimmung und damit eine gute Reproduzierbarkeit unter den 
durchgeführten Bedingungen. 
 
 
Messung 13: 
 
Für diese Messung wurden 5 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.8 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.8: Durchflussparameter für Messung 13 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,50 25 1,50 1,50 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
35 1,50 Power 0,15 
50 0,10 konstant n.d. 
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In Abb. 4.23 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.23: Querfluss gegen Zeit für Messung 13 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.24: Daten der DLS für Messung 13 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Abb. 4.24 zeigt die zugehörigen Daten der Dynamischen Lichtstreuung. Es ist zu 
erkennen, dass in dieser Messung der zu erwartende Void-Peak fehlt. Es zeigt sich 
lediglich ein Anstieg der Intensität mit verzögertem Übergang zur Hauptfraktion.  
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Eine mögliche Ursache dafür ist der rapide Abfall des Querflusses in der 
Elutionsphase, auf Grund dessen der Void-Peak nahezu mit dem Hauptpeak 
zusammenfällt. Dies könnte auch eine Erklärung, für die dargestellte 
Partikelgröße in der Zeitspanne von 0 bis 30 min sowie von 60 bis 110 min sein. 
Die hier gemessene Größe im Bereich von 0 bis ca. 50 nm stammt vermutlich von 
freiem Polymer, was bedeutet, dass die Aufreinigung in diesem Fall nicht 
erfolgreich war. Die eigentliche Trennung der Partikel nach ihrer Größe hat trotz 
allem funktioniert und weist mit einem Zeitfenster von 25 min eine recht schmale 
Verteilung auf. Die Größe der Partikel liegt mit 70 bis 140 nm im typischen 
Größenbereich für diese Nanopartikel. 
 
 
Messung 14: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 730 µg Ca bezogen auf reine Partikel (1,00 mg 
insgesamt), injiziert. In Tab 4.9 sind die Flussraten für diese Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.9: Durchflussparameter für Messung 14 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 35 1,20 1,40 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 1,20 Power 0,20 
70 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.25 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.25: Querfluss gegen Zeit für Messung 14 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.26: Daten der DLS für Messung 14 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Tabelle 4.10: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 14 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
0 – 38 n.n. n.n. 
38 – 84 594 81 
84 – 114 39 5 
0 – 114 633 86 
 
Abb. 4.26 zeigt die Ergebnisse der Dynamischen Lichtstreuung für Messung 14. 
Der Intensitätsverlauf stellt sich wie erwartet dar, mit dem Void-Peak im Zeitraum 
von 38 bis 48 min und dem Hauptpeak ab 48 min. Beide entsprechen in etwa einer 
Gaußverteilung. Der Void-Peak scheint mit einer Breite von 10 min recht weit, 
was möglicherweise auf eine zu kurze Fokussierung bzw. zu schnellen Abfall des 
Querflusses hindeutet, da offensichtlich die Trennung von Partikeln und Polymer 
noch nicht vollständig ist. Dies wird auch durch den Z-Average angedeutet, der 
ab Minute 40 zunächst bei 200 nm liegt und dann innerhalb von 10 min zunächst 
auf 150 nm abfällt, um dann im Verlauf des Hauptpeaks den erwarteten Trend der 
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Partikelgröße bis etwa 350 nm zeigt. Der hohe Wert für die Partikelgröße könnte 
ein Resultat der Ostwald-Reifung oder einer geringfügigen Agglomeration sein, 
die vor oder während der Messung stattgefunden hat. Der relativ hohe Querfluss 
während der Fokussierung trug möglicherweise zu diesem Prozess bei. 
Die Ergebnisse der AAS zeigen zunächst für die Fraktion bis Minute 38 wie 
erwartet keine nachweisbaren Partikel. Die Fraktion im Bereich zwischen 38 und 
84 min macht mit etwa 0,59 mg der Großteil der nachgewiesenen 
Partikelkonzentration aus. Dennoch ist dies nur ein geringer Teil der injizierten 
Menge. Ein kleiner Teil wurde zudem nach dem Hauptpeak im Bereich von 84 
bis 114 min nachgewiesen. Der Großteil der injizierten Partikel scheint sich 
jedoch aufgelöst zu haben oder wurde an der Membran adsorbiert. Die Zeit der 
Fokussierung betrug in diesem Fall jedoch lediglich 35 min und scheint damit zu 
kurz, um den hohen Verlust zu erklären, da die dargestellten CaP/PEI-
Nanopartikel unter Standard-Bedingungen üblicherweise mehrere Tage stabil 
sind. Die Adsorption an der Membran ist also die wahrscheinlichste Erklärung. 
Zudem zeigt sich in den Partikeln der nachgewiesenen Fraktion ab Minute 84, 
dass diese Adsorption reversibel ist.  
 
 
Messung 15: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.11 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
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Tabelle 4.11: Durchflussparameter für Messung 15 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 25 1,50 1,70 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 1,50 konstant n.d. 
35 1,50 Power 0,15 
35 0,08 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.27 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.27: Querfluss gegen Zeit für Messung 15 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.28: Daten der DLS für Messung 15 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Abb. 4.28 zeigt die zugehörige Messung mittels dynamischer Lichtstreuung. Wie 
zu erkennen ist, findet sich bei ca. 18 bis 26 min der Void-Peak, dessen Breite 
möglicherweise auf eine unzureichende Fokussierung hinweist. Gleiches gilt für 
die Breite der Hauptfraktion im Bereich 30 bis 70 min. Die Intensität des Void-
Peaks ist mit knapp 12000 kcps fast doppelt so hoch wie die der Hauptfraktion 
(7000 kcps), was ebenfalls für eine zu kurze Fokussierung bzw. unzureichende 
Trennung spricht. 
Die gemessene Größe der Hauptfraktion liegt mit einem Z-Average von 100 bis 
150 nm im typischen Größenbereich für diese Art von Nanopartikeln.  
 
 
Messung 16: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 730 µg Ca bezogen auf reine Partikel (1,00 mg 
insgesamt), injiziert. In Tab. 4.12 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
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Tabelle 4.12: Durchflussparameter für Messung 16 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,40 26 1,50 1,60 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
15 1,50 Power 0,20 
45 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.29 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.29: Querfluss gegen Zeit für Messung 16 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.30: Daten der DLS für Messung 16 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.13: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 16 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg Prozent der injizierten Menge 
32 – 42 76 10 
42 – 52 112 15 
52 – 62 62 9 
62 – 72 37 5 
72 – 82 24 3 
32 – 82 311 42 
 
Abb. 4.30 zeigt die Ergebnisse der Dynamischen Lichtstreuung für Messung 16. 
Der Intensitätsverlauf stellt sich wie erwartet dar, mit dem Void-Peak im Zeitraum 
von 32 bis 38 min und dem Hauptpeak ab 38 min. Beide entsprechen in etwa einer 
Gaußverteilung. Der Void-Peak weist hier eine Breite von 6 min auf und liegt 
damit etwas unter den Werten früherer Messungen, was möglicherweise auf den 
höheren Injektionsfluss im Anschluss an die Fokussierung zurück zu führen ist. 
Der Z-Average zeigt in diesem Fall nur eine leichte Unregelmäßigkeit im Bereich 
des Void-Peaks, die möglicherweise von einer unzureichenden Trennung, in 
Folge des sehr schnellen Abfalls des Querflusses nach der Fokussierung, stammt. 
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Die Fraktionen im Bereich zwischen 42 und 72 min machen wie erwartet mit etwa 
0,21 mg den Großteil der nachgewiesenen Partikelkonzentration aus. Dennoch ist 
dies nur ein geringer Teil der injizierten Menge. Ein kleiner Teil wurde ebenfalls 
nach dem Hauptpeak im Bereich von 72 bis 82 min nachgewiesen. Der Großteil 
der injizierten Partikel wurde offenbar auch hier an der Membran adsorbiert.  
 
 
Messung 17: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 730 µg Ca bezogen auf reine Partikel (1,00 mg 
insgesamt), injiziert. In Tab. 4.14 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.14: Durchflussparameter für Messung 17 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,70 20 1,00 0,80 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
5 1,00 Power 3,50 
5 0,90 Power 0,10 
35 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.31 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.31: Durchfluss gegen Zeit für Messung 17 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.32: Daten der DLS für Messung 17 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Tabelle 4.15: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 17 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
27 – 33 46 6 
33 – 39 101 14 
39 – 45 66 9 
45 – 51 43 6 
51 – 57 28 4 
27 - 57 284 39 
 
Abb. 4.32 zeigt die Ergebnisse der Dynamischen Lichtstreuung für Messung 17. 
Der Intensitätsverlauf stellt sich wie erwartet dar, mit dem Void-Peak im Zeitraum 
von 22 bis 28 min und dem Hauptpeak ab 28 min. Beide entsprechen in etwa einer 
Gaußverteilung. Der Void-Peak weist hier eine Breite von 6 min auf, was darauf 
hindeutet, dass die Höhe des Injektionsflusses nicht alleine für die Breite des 
Void-Peaks bestimmend ist. Der Z-Average zeigt auch hier eine leichte 
Unregelmäßigkeit im Bereich des Void-Peaks, die möglicherweise von einer 
unzureichenden Trennung, in Folge des sehr schnellen Abfalls des Querflusses 
nach der Fokussierung, stammt. 
Die nachgewiesenen Partikel im Bereich zwischen 27 bis 57 min machen auch in 
dieser Messung mit ca. 0,28 mg Ca nur einen geringen Teil der injizierten Menge 
aus. Der Großteil der injizierten Partikel wurde offenbar auch hier an der 
Membran adsorbiert. 
 
 
Messung 18: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 730 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (1,00 mg 
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insgesamt), injiziert. In Tab. 4.16 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.16: Durchflussparameter für Messung 18 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,70 20 1,00 0,80 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
5 1,00 Power 2,50 
5 0,90 linear n.d. 
5 0,10 Power 0,30 
30 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.33 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.33: Querfluss gegen Zeit für Messung 18 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.34: Daten der DLS für Messung 18 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.17: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 08 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
35 – 45 106 15 
45 – 55 91 12 
55 – 65 51 7 
35 - 65 248 34 
 
Abb. 4.34 zeigt die Ergebnisse der Dynamischen Lichtstreuung für Messung 18. 
Der Intensitätsverlauf stellt sich wie erwartet dar, mit dem Void-Peak im Zeitraum 
von 24 bis 30 min und dem Hauptpeak ab 30 min. Beide entsprechen in etwa einer 
Gaußverteilung. Der Void-Peak weist hier eine Breite von 6 min auf. Der 
Z-Average ist hier nur ab Minute 35 dargestellt und lässt damit keinen 
Rückschluss auf die Qualität der Trennung zu. Er zeigt jedoch mit ca. 80 bis 
160 nm den erwarteten Größenbereich für diese Partikel. Die Höhe der Intensität 
des Void-Peaks, die in etwa der des Hauptpeaks entspricht, lässt jedoch auf eine 
unvollständige Trennung schließen. 
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Systembedingt konnten für diese Messung nur Fraktionen im Bereich zwischen 
35 und 65 min gesammelt und analysiert werden. Jedoch zeigt sich auch hier, dass 
mit ca. 0,25 mg Ca2+ nur ein geringer Teil der injizierten Menge an Nanopartikeln 
zurückgewonnen werden konnte. Der Großteil der injizierten Partikel wurde 
offenbar auch hier an der Membran adsorbiert. 
 
 
Messung 19: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.18 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.18: Durchflussparameter für Messung 19 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,70 25 1,50 1,30 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
1 1,50 konstant n.d. 
15 1,50 Power 0,35 
20 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.35 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.35: Durchfluss gegen Zeit für Messung 19 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.36: Daten der DLS für Messung 19 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Abb. 4.36 zeigt die zugehörige Messung mittels dynamischer Lichtstreuung. Die 
grafische Darstellung der Daten der DLS zeigen, dass zwischen 18 und 27 min 
der Void-Peak auftritt. In dem Bereich zwischen 27 und 52 min ist die 
Hauptfraktion zu finden. Der Void-Peak ist in dieser Messung mit 9 min recht 
breit, was möglicherweise auf die vergleichsweise kurze Fokussierung 
zurückzuführen ist. Ein weiteres Resultat der recht kurzen Fokussierungszeit ist 
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offenbar der Größenverlauf der Partikel. Dieser beginnt mit dem Void-Peak bei 
etwa 100 nm und hat bei 20 min einen Tiefpunkt von 80 nm mit anschießendem 
Anstieg auf erneut 100 nm. Es folgt ein Absinken auf ca. 70 nm in der 
Hauptfraktion, gefolgt von einem erneuten Anstieg der Partikelgröße zum Ende 
der Messung auf ca. 175 nm. Diese große Differenz in der Größenverteilung kann 
entweder synthesebedingt sein, oder ein Hinweis auf die Alterung der Partikel 
durch Ostwald-Reifung. Letztere sollte jedoch durch die Stabilisierung mittels 
PEI verhindert werden. 
 
 
Messung 20 bis 22: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 730 µg Ca bezogen auf reine Partikel (1,00 mg 
insgesamt), injiziert. Es wurden insgesamt drei Messungen mit den in Tab. 4.19 
aufgeführten Flussraten durchgeführt, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu 
untersuchen. 
 
Tabelle 4.19: Durchflussparameter für die Messungen 20 bis 22 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,80 15 1,50 1,20 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
5 1,50 linear n.d. 
30 0,00 konstant n.d. 
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In Abb. 4.37 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.37: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 20 bis 22 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.38: Daten der DLS für Messung 20 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Tabelle 4.20: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 20 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
17 – 23 18 2 
23 – 29 56 8 
29 – 35 98 13 
35 – 41 72 10 
41 – 47 42 6 
47 – 53 30 4 
17 – 53 316 43 
 
 
Abbildung 4.39: Daten der DLS für Messung 21 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.40: REM-Aufnahmen der Fraktionen 24-30 min (links) und 
30-36 min (rechts) der Messung 21  
 
Tabelle 4.21: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 21 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
18 – 24 35 5 
24 – 30 69 9 
30 – 36 102 14 
36 – 42 52 7 
18 – 42 258 35 
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Abbildung 4.41: Daten der DLS für Messung 22 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.42: REM-Aufnahmen der Fraktionen 24-30 min (links) und 30-
36 min (rechts) der Messung 22 
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Tabelle 4.22: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 22 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
18 – 24 36 5 
24 – 30 68 9 
30 – 36 103 14 
36 – 42 62 9 
18 – 42 269 37 
 
Wie in den Abb. 4.38, 4.39 und 4.41 zu sehen ist, gibt es eine deutliche 
Übereinstimmung hinsichtlich des Intensitätsverlaufs für alle drei Messungen. 
Die Intensität beschreibt sowohl für den Void-Peak als auch für den Hauptpeak 
in etwa den Verlauf einer Gaußfunktion. Der Z-Average zeigt jedoch 
unterschiedliche Trends in den drei Messungen, insbesondere im Bereich des 
Void-Peaks. Hier zeigt sich für alle Messungen eine Unregelmäßigkeit, indem der 
Z-Average vom Anfangswert zunächst abnimmt, um anschließend wieder zu 
steigen. Die Intensität dieser Ab- und Zunahme unterscheidet sich von Messung 
zu Messung. Das gleiche Verhalten wird im Bereich des Hauptpeaks beobachtet, 
jedoch stimmen in diesem Fall die Werte des Z-Average für alle drei Messungen 
im Wesentlichen überein. Die Partikelgröße beträgt zu Beginn ca. 80 nm und sinkt 
zunächst auf etwa 50 nm bevor sie zum Ende der Messung wieder auf 150 nm 
ansteigt. Dieses Verhalten, sowohl für den Void- als auch für den Hauptpeak, 
deutet auf eine unvollständige Trennung der Partikelgrößen hin.  
Hinsichtlich der Calcium-Bestimmung zeigen alle drei Messungen den gleichen 
Trend. Der Großteil der nachgewiesenen Partikel eluiert im Bereich des 
Hauptpeaks, wie es erwartet wurde. Absolut beträgt die Ausbeute an Partikeln 
jedoch nur einen kleinen Teil der injizierten Menge. Zudem zeigen die 
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Messungen 21 und 22 nicht die 
erwarteten sphärischen, sondern stäbchenförmige bis ovale Partikel. Da dies bei 
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der üblichen Synthese der Nanopartikel nicht zu beobachten ist, scheint es so, dass 
die Änderung der Morphologie durch den direkten Einfluss der Flussbedingungen 
im Kanal der AF4 hervorgerufen wurde. Jedoch gibt es keine bekannte Literatur, 
die ähnliche Beobachtungen beschreibt. Prinzipiell gibt es zwei Wege, über die 
die beobachtete Änderung der Morphologie eintreten könnte. Zum einen ein 
Wachstum der Partikel zu der dargestellten Stäbchenform, die durch die 
Strömungsverhältnisse im Kanal begünstigt würden. Dies ist jedoch 
unwahrscheinlich, da die Partikel bereits mit dem Polymer PEI stabilisiert sind 
und somit generell ein weiteres Partikelwachstum unterbunden werden sollte. 
Zudem werden in der Phase der Fokussierung die ungebundenen Bestandteile der 
injizierten Dispersion, insbesondere Ca2+ und HPO42- welche für ein 
Partikelwachstum erforderlich sind, entfernt. Die andere Möglichkeit für die 
Bildung der beobachteten Stäbchen wäre das Entfernen von Partikelmaterial 
durch mögliche Scherkräfte im Kanal. Die Größe der gezeigten Partikel liegt mit 
100 bis 200 nm immer noch im typischen Größenbereich für diese Nanopartikel.  
Dennoch zeigen die dargestellten Messungen eine sehr gute Übereinstimmung 
und damit eine gute Reproduzierbarkeit unter den durchgeführten Bedingungen. 
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4.2.2. PES-Membran 
 
Die folgenden Messungen wurden mit einer PES-Membran, wie sie in Abschnitt 
4.1 beschrieben ist, durchgeführt. 
 
Messung 23: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.23 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.23: Durchflussparameter für Messung 23 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 10 0,40 0,65 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 0,40 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.43 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.43: Querfluss gegen Zeit für Messung 23 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.44: Daten der DLS für Messung 23 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
In Abb. 4.44 sind die DLS-Daten der Messung 23 dargestellt. Die Intensität 
beschreibt hier einen ersten Peak mit einem Maximum bei 15 min und ein zweites 
Maximum bei 27 min. Der Z-Average ab Minute 15 beginnt bei einer Größe von 
95 nm, steigt dann kurzzeitig auf 110 nm, bevor er wieder auf ca. 95 nm sinkt und 
dann bis Minute 35 auf 130 nm steigt. Die Werte im übrigen Bereich des 
Diagramms zeigen eine Größe zwischen 0 und 20 nm. Da die Intensität in diesem 
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Bereich jedoch fast bei null liegt, ist unklar, ob es sich hier noch um ungebundenes 
Polymer oder nur um systembedingte Artefakte handelt. 
Das Verhältnis der Intensität beider Maxima sowie der Z-Average deuten darauf 
hin, dass die Aufreinigung und Trennung nach Partikelgröße nur unvollständig 
erfolgt ist. Eine mögliche Ursache hierfür liegt in der knappen 
Fokussierungsdauer sowie dem geringen Querfluss. Bei zu kurzer Fokussierung 
ist der Bereich, in dem die Probe im Kanal konzentriert wird, zu breit, wodurch 
die Größenverteilung uneinheitlich wird. Ein zu geringer Querfluss führt dazu, 
dass unterschiedliche Partikelgrößen nur unzureichend voneinander getrennt 
werden können. 
 
 
Messung 24: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.24 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
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Tabelle 4.24: Durchflussparameter für Messung 24 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 25 1,00 1,25 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
15 1,00 Power 0,20 
65 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.45 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.45: Querfluss gegen Zeit für Messung 24 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.46: Daten der DLS für Messung 24 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Abb. 4.46 zeigt die Daten DLS für Messung 24. Die Intensität beschreibt zwei 
Peaks, deren Maxima bei 35 bzw. 65 min liegen. Der erste Peak liegt etwa bei 
dem halben Intensitätswert des zweiten Peaks, was darauf hin deutet, dass der 
wesentliche Teil der injizierten Partikel im Zeitraum des zweiten Peaks eluiert ist. 
Der Z-Average zeigt im Bereich beider Peaks größere Partikel als erwartet an. 
Möglicherweise ist es hier bereits vor der Injektion zu einer Agglomeration der 
Partikel gekommen. Zudem zeigt der Z-Average im Zeitraum von 55 bis 65 min 
eine leichte Unregelmäßigkeit, indem die Größe kurzzeitig von ca. 240 nm auf 
etwa 150 nm sinkt und anschließend wieder ansteigt. Offenbar fand auch hier 
keine vollständige Größentrennung statt. Die Injektionszeit bzw. 
Fokussierungsdauer wurde diesmal mit 25 min deutlich länger gewählt, um eine 
schmale Bande für die Aufkonzentrierung der Partikel zu gewährleisten. Eine 
mögliche Ursache für die dennoch schlechte Größentrennung liegt hier 
möglicherweise in dem rapiden Abfall des Querflusses im Anschluss an die 
Fokussierung, sodass die Zeit für die eigentliche Trennung zu kurz ausgefallen 
ist. 
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Messung 25 bis 30: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 146 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (200 µg Ca2+ 
insgesamt in der Dispersion), injiziert. Es wurden insgesamt sechs Messungen mit 
den in Tab. 4.25 aufgeführten Flussraten durchgeführt, um die Reproduzierbarkeit 
der Methode zu untersuchen. 
 
Tabelle 4.25: Durchflussparameter für die Messungen 25 bis 30 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 10 0,70 0,95 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 0,70 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.47 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.47: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 25 bis 30 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.48: Daten der DLS für Messung 25 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.49: Daten der DLS für Messung 26 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.26: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 26 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
10 – 24; 54 – 102 60 41 
24 – 54 68 47 
10 – 102 128 88 
 
 
Abbildung 4.50: Daten der DLS für Messung 27 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.51: Daten der DLS für Messung 28 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.52: Daten der DLS für Messung 29 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.53: Daten der DLS für Messung 30 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
In den Abb. 4.48 bis 4.53 sind jeweils die Daten DLS zu den Messungen 25 bis 
30 dargestellt. Die Intensität zeigt für alle Messungen den ersten Peak im Bereich 
von 14 bis ca. 23 min. Der Betrag der Intensität unterscheidet sich hier jedoch je 
nach Messung teilweise deutlich. Auch das Verhältnis zum zweiten Peak ist je 
nach Messung ein anderes. In den Messungen 25, 26 und 28 liegt die Intensität 
des ersten Peaks bei ca. 2000 kcps und damit deutlich über der des zweiten Peaks. 
In den Messungen 29 und 30 liegt die Intensität mit ca. 1400 bzw. 1600 kcps etwa 
bei dem gleichen Wert, wie der zweite Peak. Für Messung 27 liegt die Intensität 
des ersten Peaks mit ca. 5000 kcps deutlich über der Intensität der anderen 
Messungen jedoch immer noch unter der Intensität des zweiten Peaks. Die 
Intensität des zweiten Peaks unterscheidet sich bezüglich des Betrages ähnlich 
stark je nach Messung, wie es beim ersten Peak der Fall ist. Hier reicht die 
Intensität von ca. 1000 kcps für Messung 29 bis zu ca. 7500 kcps für Messung 28. 
Auch der Z-Average zeigt je nach Messung ein unterschiedliches Verhalten. Die 
Größenunterschiede lassen sich im Wesentlichen auf synthesebedingte 
Unterschiede zurückführen. Die Messungen 27, 29 und 30 zeigen die für diese 
Partikel üblichen Größen im Bereich von ca. 100 bis 200 nm. Größere Partikel, 
wie sie in Messung 25 (300 nm), Messung 26 (250 nm) und Messung 30 
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(580 nm) angezeigt werden lassen dagegen eher auf eine Agglomeration der 
Partikel schließen. Auch zeigt sich hier deutlich, dass bei gleichbleibenden 
Durchflussparametern die Dauer der Messung direkt von der Größe der injizierten 
Partikel abhängt. Ursache hierfür ist das grundlegende Funktionsprinzip der AF4, 
nach dem größere Partikel später eluieren als kleinere. Im Widerspruch dazu steht 
jedoch die Beobachtung, dass je nach Messung die Partikel einer bestimmten 
Größe zu unterschiedlichen Zeiten eluieren. So findet man in Messung 27, 29 und 
30 zum Zeitpunkt der 45. Minute Partikel der Größe von 160 bis 170 nm. In 
Messung 25 und 26 werden zu diesem Zeitpunkt Partikel im Größenbereich um 
290 bzw. 240 nm gefunden und Messung 28 zeigt hier sogar Partikel der Größe 
von ca. 520 nm. Die Ursache hierfür liegt wahrscheinlich in einer unvollständigen 
Trennung. Besonders der Z-Average zeigt dies sehr deutlich. Zum einen zeigt 
dieser für alle Messungen nach dem ersten Peak zunächst ein Absinken und 
anschließendes Ansteigen der Partikelgröße, wie es auch schon bei früheren 
Messungen zu beobachten ist. Zum anderen kann man bei den Messungen 25, 28, 
29 und 30 im späteren Verlauf der Messung erneut ein Sinken der Partikelgröße 
beobachten. Kleinere Partikel sollten zu diesem Zeitpunkt den Kanal jedoch 
bereits verlassen haben. Die Ursache für die unvollständige Trennung liegt hier 
möglicherweise in der knappen Fokussierungszeit begründet. Die Ergebnisse der 
AAS für Messung 26 (Tab. 4,26) zeigen, dass der Calciumgehalt der Fraktion des 
zweiten Peaks nur einen geringen Anteil der injizierten Menge ausmacht. Fast die 
gleiche Menge an Calcium wurde zudem in der zusammengefassten Fraktion vor 
und nach dem zweiten Peak gefunden. 
 
 
Messung 31 bis 34: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL aufgereinigte Dispersion CaP/PEI-Nanopartikel, 
entsprechend 146 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel, injiziert. Es wurden 
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insgesamt vier Messungen mit den in Tab. 4.27 aufgeführten Flussraten 
durchgeführt, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu untersuchen. 
 
Tabelle 4.27: Durchflussparameter für die Messungen 31 bis 34 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 10 0,70 0,95 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 0,70 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.54 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.54: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 31 bis 34 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
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Abbildung 4.55: Daten der DLS für Messung 31 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.28: Calciumgehalt der untersuchten Fraktion für Messung 31 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
27 – 41 30 20 
 
 
Abbildung 4.56: Daten der DLS für Messung 32 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Tabelle 4.29: Calciumgehalt der untersuchten Fraktion für Messung 32 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
10 – 40 21 14 
 
 
Abbildung 4.57: Daten der DLS für Messung 33 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.30: Calciumgehalt der untersuchten Fraktion für Messung 33 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
12 – 102 42 29 
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Abbildung 4.58: Daten der DLS für Messung 34 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.31: Calciumgehalt der untersuchten Fraktion für Messung 34 
Fraktion in min 
Ca2+-Gehalt in 
µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
16 – 48 5 3 
76 – 98 2 1 
10 – 16; 48 – 76; 98 – 102 4 3 
10 – 102 11 7 
 
In Abb. 4.55 bis 4.58 sind die Daten der DLS für die Messungen 31 bis 34 
dargestellt. Messung 31 zeigt hier für die Intensität einen sehr kleinen Peak im 
Bereich zwischen 14 und 18 min und einen zweiten größeren Peak im Bereich 
zwischen 28 und 40 min. Der Z-Average zeigt im Bereich des zweiten Peaks den 
zu erwartenden Trend der Partikelgröße von ca. 130 bis 160 nm. Die angezeigten 
Größen im übrigen Bereich des Diagramms sind vermutlich auf systembedingte 
Schwankungen infolge der niedrigen Intensität zurück zu führen. Die Daten der 
Messungen 32 bis 34 liegen für die Intensität unterhalb von 150 kcps und können 
damit bzgl. der Intensität und des Z-Average eher als Rauschen interpretiert 
werden. Es zeigt sich ein weiteres Mal, dass ein erheblicher Teil der injizierten 
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Partikel zunächst an der Membran adsorbiert wird. Dies belegen auch die 
gezeigten Werte des Calciumgehalts ausgewählter Fraktionen. Diese betragen für 
alle Messungen lediglich einen kleinen Teil der injizierten Menge.  
Vermutlich wird bei Messungen von unaufgereinigten CaP/PEI-Nanopartikeln 
zunächst das ungebundene PEI adsorbiert, da es hier auf Grund der 
unterschiedlichen Oberflächenpotentiale zwischen Polymer und Membran zu 
erhöhten attraktiven Wechselwirkungen kommt. Bei den hier durchgeführten 
Messungen wurden jedoch bereits aufgereinigte Partikel verwendet, sodass diese 
direkt mit der Membran wechselwirken und verstärkt adsorbiert werden. 
 
 
Messung 35: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 146 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (200 µg Ca2+ 
insgesamt in der Dispersion), injiziert. In Tab. 4.32 sind die Flussraten für diese 
Messung dargestellt. 
 
Tabelle 4.32: Durchflussparameter für die Messung 35 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 15 0,70 0,90 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
12 0,70 linear n.d. 
25 0,00 konstant n.d. 
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In Abb. 4.59 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.59: Querfluss gegen Zeit für Messung 35 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.60: Daten der DLS für Messung 35 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Abb. 4.60 zeigt die Daten der DLS für Messung 35. Die Intensität beschreibt für 
diese Messung nur einen Peak im Zeitraum zwischen 30 und 43 min. Der Z-
Average zeigt auch für diese Messung eine geringe Auffälligkeit, indem die 
dargestellte Partikelgröße ab Minute 30 zunächst von ca. 130 nm auf 110 nm 
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absinkt. Anschließend zeigt der Z-Average den zu erwarteten Trend für die 
Partikelgrößenverteilung.  
 
 
Messung 36: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 146 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (200 µg Ca2+ 
insgesamt in der Dispersion), injiziert. In Tab. 4.33 sind die Flussraten für diese 
Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.33: Durchflussparameter für Messung 36 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,40 8 0,70 0,80 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
1 0,70 linear n.d. 
1 0,60 linear n.d. 
1 0,60 linear n.d. 
1 0,50 linear n.d. 
1 0,50 linear n.d. 
1 0,40 linear n.d. 
1 0,40 linear n.d. 
1 0,30 linear n.d. 
1 0,30 linear n.d. 
1 0,20 linear n.d. 
1 0,20 linear n.d. 
1 0,10 linear n.d. 
1 0,10 linear n.d. 
27 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.61 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.61 Querfluss gegen Zeit für Messung 36 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.62: Daten der DLS für Messung 36 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Tabelle 4.34: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 36 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
12 – 22 55 38 
26 – 38 42 29 
0 – 12; 22 – 26; 38 – 50 31 21 
0 – 50 128 88 
 
In Abb. 4.62 sind die Daten der DLS für Messung 36 dargestellt. Die Intensität 
zeigt hier einen sehr großen Peak im Zeitraum zwischen 13 und 19 min und einen 
kleinen zweiten Peak im Zeitraum zwischen 27 und 37 min. Der Z-Average zeigt 
im Bereich beider Peaks ein untypisches Verhalten, da er im Bereich des ersten 
Peaks von 120 bis ca. 20 nm stetig abnimmt und im Bereich des zweiten Peaks 
eine Kurve beschreibt, deren Anfang und Ende bei ca. 60 nm liegt, mit einem 
Maximum bei etwa 110 nm. Beides weist auf eine kaum vorhandene Trennung 
der Partikel hin. Die Ursache hierfür liegt unter anderem in der relativ knappen 
Fokussierungszeit in Kombination mit einem großen Injektionsfluss im 
Verhältnis zum Fokussierungsfluss. Dieses Verhältnis ist maßgeblich für die 
Position des Fokussierungsbereichs innerhalb des Kanals verantwortlich. Je höher 
der Fokussierungsfluss im Verhältnis zum Injektionsfluss ist, umso näher befindet 
sich der Fokussierungsbereich an der Injektionsöffnung. Mit einem Verhältnis 
von Injektionsfluss zu Fokussierungsfluss von 1:2 wie in dieser Messung 
verwendet, liegt der Fokussierungsbereich vergleichsweise weit vorne im Kanal. 
Auch die Nähe zum Einlass des Fokussierungsflusses, der sich in der Mitte des 
Kanals befindet, könnte sich negativ auf die Fokussierung auswirken. Die 
Ergebnisse der AAS zeigen ebenfalls eine unzureichende Trennung für diese 
Messung. Der wesentliche Teil des detektierten Calciums wurde in den 
Fraktionen des ersten und zweiten Peaks nachgewiesen. Im übrigen Zeitraum 
wurde jedoch eine nur geringfügig kleinere Menge an Calcium nachgewiesen. 
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Mittels AAS wurde ein Großteil der injizierten Calciummenge in den 
gesammelten Fraktionen wieder gefunden. Jedoch verteilt sich diese nahezu 
gleichmäßig auf alle Fraktionen. 
 
 
Messung 37: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 730 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (1,00 mg Ca2+ 
insgesamt in der Dispersion), injiziert. In Tab. 4.35 sind die Flussraten für diese 
Messung dargestellt. 
 
Tabelle 4.35: Durchflussparameter für Messung 37 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,40 35 0,70 0,80 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
5 0,70 linear n.d. 
48 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.63 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.63: Querfluss gegen Zeit für Messung 37 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.64: Daten der DLS für Messung 37 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
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Tabelle 4.36: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 37 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
38 – 46 86 12 
46 – 78 440 60 
0 – 38; 78 – 88 15 2 
0 – 88 541 74 
 
Abb. 4.64 zeigt die Daten der DLS für die Messung 37. Die Intensität beschreibt 
hier zunächst einen Peak im Zeitraum zwischen 39 und 45 min, der praktisch 
direkt in den zweiten Peak im Zeitraum von 45 bis 78 min übergeht. Der Z-
Average zeigt hier nicht den zu erwartenden Verlauf, sondern sinkt zunächst von 
ca. 100 nm mit Beginn des ersten Peaks auf etwa 60 nm im Bereich des 
Maximums des zweiten Peaks ab, bevor er wieder auf ca. 140 nm ansteigt. Die 
Fokussierungsparameter für diese Messung entsprechen denen der Messung 36 
mit dem einzigen Unterschied, dass die Injektions- bzw. Fokussierungszeit der 
Injektionsmenge angepasst wurde. Somit ist es wahrscheinlich, dass auch hier das 
Verhältnis von Injektionsfluss zu Fokussierungsfluss einen gewissen Beitrag zur 
unvollständigen Trennung der Partikel beiträgt. Hinsichtlich des 
Intensitätsverhaltens gibt es jedoch keine Übereinstimmung, sodass dieser Beitrag 
für die vorliegende Messung eher gering ist. Die Ergebnisse der AAS für die 
gesammelten Fraktionen zeigen ebenfalls einige Unterschiede im Vergleich zu 
Messung 36. So wurde hier der wesentliche Anteil des nachgewiesenen Calciums 
in der Fraktion des zweiten Peaks detektiert, während die Anteile in den übrigen 
Fraktionen vergleichsweise gering sind. Zwar wurde in dieser Messung insgesamt 
weniger Calcium nachgewiesen, jedoch ist es hier im Wesentlichen in der 
Fraktion des Hauptpeaks zu finden.  
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Messung 38: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 730 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (1,00 mg Ca2+ 
insgesamt in der Dispersion), injiziert. In Tab. 4.37 sind die Flussraten für diese 
Messung dargestellt. 
 
Tabelle 4.37: Durchflussparameter für Messung 38 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,40 35 0,70 0,80 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 0,70 linear n.d. 
48 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.65 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.65: Querfluss gegen Zeit für Messung 38 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.66: Daten der DLS für Messung 38 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.38: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 38 
Fraktion in min Ca-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
0 – 38 n.d. n.d. 
38 – 48 715 98 
48 – 88 254 35 
0 – 88 969 133 
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In Abb. 4.66 sind die Daten der DLS für Messung 38 dargestellt. Die 
Fokussierungs- und Durchflussparameter unterscheiden sich von Messung 37 nur 
insoweit, als dass die Zeit, in der der Querfluss absinkt, mit 10 min doppelt so 
lang ist. Daraus ergibt sich jedoch offenbar bereits ein gravierender Unterschied 
hinsichtlich des Verhaltens der Intensität, des Z-Average, sowie der 
Calciumverteilung in den untersuchten Fraktionen. Die Intensität beschreibt auch 
für diese Messung zwei Peaks, deren Lage in etwa mit der in Messung 37 
vergleichbar ist. Abweichend dazu ist hier der erste Peak jedoch deutlich stärker 
ausgeprägt, mit einem weitaus größeren Betrag der Intensität. Zudem zeigt der 
zweite Peak eine deutliche Verbreiterung im Vergleich zu Messung 37. Dies 
könnte aber auch auf den leichten Größenunterschied zurück zu führen sein, da 
der Z-Average für die vorliegende Messung geringfügig größere Partikel anzeigt. 
Abgesehen von einer leichten Unregelmäßigkeit, dargestellt durch ein kurzes 
Absinken der Partikelgröße im Zeitraum zwischen 50 und 56 min, zeigt der Z-
Average den zu erwartenden Trend der Partikelgröße. Diese entspricht zudem den 
erwarteten Werten für die untersuchten CaP/PEI-Nanopartikel. Die Ergebnisse 
der AAS für die untersuchten Fraktionen unterscheiden sich signifikant von denen 
für die Messung 37. Der Hauptteil des detektierten Calciums befindet sich hier in 
der Fraktion, die dem ersten Peak zuzuordnen ist und ist bzgl. des Gehalts etwa 
doppelt so hoch wie in der Fraktion des zweiten Peaks. Insgesamt ist die 
detektierte Menge an Calcium deutlich höher, als die injizierte Menge. Da beide 
Messungen unmittelbar nacheinander durchgeführt wurden, ist es wahrscheinlich, 
dass adsorbierte Partikel aus der vorherigen Messung in dieser Messung mit 
detektiert wurden und somit die hier dargestellten Werte nicht ausschließlich ein 
Resultat der geringfügig veränderten Durchflussparameter sind. 
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Messung 39 bis 43: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel, entsprechend 146 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (200 µg Ca2+ 
insgesamt in der Dispersion), injiziert. Dem Eluenten wurde NaCl in 
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt, um dessen Einfluss auf die 
Wechselwirkung zwischen Membran und Partikeln zu untersuchen. 
Insgesamt wurden fünf Messungen mit den in Tab. 4.39 aufgeführten Flussraten 
durchgeführt. 
 
Tabelle 4.39: Durchflussparameter für die Messungen 39 bis 43 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 10 0,70 0,95 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 0,70 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.67 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.67: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 39 bis 43 (CaP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.68: Daten der DLS für Messung 39 (CaP/PEI-
Nanopartikel + 0,05% NaCl) 
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Tabelle 4.40: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 39 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
10 – 22 19 13 
22 – 56 97 66 
56 – 102 11 8 
10 – 102 129 87 
 
 
Abbildung 4.69: Daten der DLS für Messung 40 (CaP/PEI-
Nanopartikel + 0,1% NaCl) 
 
Tabelle 4.41: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 40 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
10 – 20 17 12 
20 – 56 87 60 
56 – 102 30 20 
10 – 102 134 92 
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Abbildung 4.70: Daten der DLS für Messung 41 (CaP/PEI-
Nanopartikel + 0,3% NaCl) 
 
Tabelle 4.42: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 41 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
10 – 20 18 13 
20 – 44 84 58 
44 – 102 36 25 
10 – 102 138 96 
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Abbildung 4.71: Daten der DLS für Messung 42 (CaP/PEI-
Nanopartikel + 0,5% NaCl) 
 
Tabelle 4.43: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 42 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
10 – 20 22 15 
20 – 50 37 25 
50 – 102 38 26 
10 – 102 97 66 
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Abbildung 4.72: Daten der DLS für Messung 43 (CaP/PEI-
Nanopartikel + 0,7% NaCl) 
 
Tabelle 4.44: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 43 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
10 – 20 19 13 
20 – 50 41 28 
50 – 102 39 27 
10 – 102 99 68 
 
In den Abb. 4.68 bis 4.72 sind die Daten der DLS für die durchgeführten 
Messungen 39 bis 43 mit zunehmender NaCl-Konzentration des Eluenten von 
0,05 bis 0,7 Gew.-% dargestellt. Die Intensität beschreibt für alle Messung einen 
Peak im Zeitraum zwischen 14 und 22 min. Ein zweiter Peak ist für die 
Messungen 39 und 40 im Zeitraum von 22 bis 60 min zu finden. Dessen Intensität 
nimmt jedoch offenbar mit zunehmender NaCl-Konzentration rapide ab, weshalb 
er in den folgenden Messungen nicht mehr zu beobachten ist. Der Z-Average zeigt 
für alle Messungen ein ähnliches Verhalten. Der Anfangswert liegt mit einer 
Partikelgröße zwischen 160 und 180 nm noch im Bereich der üblichen Größe für 
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diese Nanopartikel. Der Wert nimmt jedoch im Zeitraum von Minute 15 bis 20 
zunächst ab, bevor er wieder auf den vorherigen Wert, bzw. für Messung 39 auch 
geringfügig darüber hinaus ansteigt. Im späteren Verlauf der Messungen sinkt der 
Z-Average auf einen Wert, der sich für die einzelnen Messungen unterscheidet. 
Für Messung 39 und 40 liegt dieser Wert bei ca. 75 bzw. 100 nm, für die 
Messungen 41 bis 43 liegt er sogar unter 50 nm. Da die Intensität in diesem 
Bereich jedoch bereits sehr gering ist, muss berücksichtigt werden, dass es sich 
hierbei möglicherweise nur noch um Artefakte bzw. systembedingte 
Messungenauigkeiten handelt. Die Ergebnisse der AAS zeigen für die 
untersuchten Fraktionen, dass die Zugabe von NaCl einen signifikanten Einfluss 
auf die Wechselwirkung zwischen Partikel und Membran und damit die Ausbeute 
hat. Betrachtet man den Gesamtgehalt an Calcium, so wurde das beste Ergebnis 
mit einer 0,3%-igen Lösung erzielt. Für die einzelnen Fraktionen sieht das 
Ergebnis jedoch anders aus. So zeigt sich für alle Messungen, dass der 
Calciumgehalt der Fraktion des ersten Peaks annähernd gleich ist. Für die 
Fraktion des zweiten Peaks wird der höchste Gehalt jedoch in Messung 39 mit 
einer 0,05%-igen Lösung erreicht. Für die übrigen Messungen ist der 
Calciumgehalt in dieser Fraktion deutlich niedriger, dafür steigt hier der Gehalt 
für den verbliebenen Zeitraum der Messung. Die Zugabe von 0,05 % NaCl scheint 
damit die beste Möglichkeit zu sein, unter den gegebenen Bedingungen die 
Wechselwirkung zwischen Membran und Partikeln zu reduzieren.  
 
 
4.2.3 CTA-Membran 
 
Die folgenden Messungen wurden mit einer Cellulosetriacetat-Membran (CTA-
Membran) durchgeführt. Die Strukturformel von Cellulosetriacetat (CTA) ist in 
Abb. 4.73 dargestellt. 
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Abbildung 4.73: Strukturformel von Cellulosetriacetat (CTA) 
 
 
Messung 44: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.45 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.45: Durchflussparameter für Messung 44 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 15 1,00 1,25 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 1,00 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.74 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.74: Querfluss gegen Zeit für Messung 44 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
 
Abbildung 4.75: Daten der DLS für Messung 44 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
In Abb. 4.75 sind die Daten der DLS für die Messung 44 dargestellt. Die Intensität 
beschreibt hier im Zeitraum zwischen 18 und 25 min einen ersten Peak, bei dem 
es sich um den Void-Peak handelt, jedoch mit einer stark ausgeprägten Schulter. 
Ein zweiter, schwächerer Peak findet sich im Zeitraum zwischen 25 und 45 min. 
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Der Z-Average zeigt für diese Messung einen Verlauf, der auf eine unvollständige 
Trennung hindeutet, indem die dargestellte Partikelgröße im Bereich des ersten 
Peaks von ca. 90 nm auf etwa 45 nm sinkt und dann im Bereich des zweiten Peaks 
zunächst auf 130 nm steigt und anschließend wieder auf unter 30 nm fällt. In 
Messung 24 wurden mit den gleichen bzw. ähnlichen Durchflussparametern 
bereits bessere Ergebnisse hinsichtlich des Verlaufs für Intensität und Z-Average 
erreicht. Die Ursache für die hier erhaltenen Ergebnisse liegt damit 
höchstwahrscheinlich in den Wechselwirkungen zwischen CTA-Membran und 
Partikeln, die sich verständlicherweise von denen zwischen RC- bzw. PES-
Membran und Partikeln unterscheidet. Beim Vergleich mit den Messungen 59 
und 60 mit Ag/PVP/PEI-Nanopartikeln fällt auf, dass es eine gewisse 
Übereinstimmung hinsichtlich des Verlaufs der Intensität für die konzentriertere 
Messung gibt. Es muss also in Betracht gezogen werden, dass es in diesem Fall 
eventuell zu einer Überladung der Kanals gekommen ist. Auf Grund des geringen 
Intensitätsbetrages und der erhaltenen Ergebnissen für Messungen mit RC- und 
PES-Membran bei gleichem Injektionsvolumen ist dies jedoch fraglich. 
 
 
Messung 45: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.46 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
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Tabelle 4.46: Durchflussparameter für Messung 45 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 15 0,80 1,05 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 0,80 linear n.d. 
55 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.76 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.76: Querfluss gegen Zeit für Messung 45 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 138 
 
Abbildung 4.77: Daten der DLS für Messung 45 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
Abb. 4.77 zeigt die Daten der DLS für Messung 45. Die Intensität zeigt hier im 
Zeitraum zwischen 17 und 25 min den Void-Peak und zwischen 36 und 80 min 
den Hauptpeak, der um etwa ein Drittel schwächer ausfällt als der Void-Peak. Der 
Z-Average zeigt hier einen ähnlich ungewöhnlichen Verlauf wie in Messung 44. 
Im Bereich des Void-Peaks stellt sich dies durch leichte Schwankung im 
Größenbereich zwischen 400 und 450 nm dar. Anschließend fällt die dargestellte 
Partikelgröße auf ca. 160 nm zu Beginn des Hauptpeaks und steigt dann auf ein 
Maximum von etwa 510 nm, gefolgt von einem erneuten Absinken auf 400 nm. 
Die Schwankungen zum Ende der Messung können jedoch auch auf 
systembedingte Schwankungen zurückzuführen sein, die der geringen Intensität 
in diesem Bereich geschuldet sind. Abgesehen vom Anfangsbereich des 
Hauptpeaks zeigt der Z-Average im gesamten Messzeitraum deutlich größere 
Partikel an, als sie für die CaP/PEI-Nanopartikel zu erwarten wären. Dies lässt 
auf eine relativ starke Aggregation schließen, welche auch für die unvollständige 
Trennung mitverantwortlich sein könnte. Eine weitere Ursache liegt vermutlich 
auch hier in den Wechselwirkungen zwischen Membran und Partikeln, wie es 
schon in Messung 44 beobachtet wurde. Obwohl der Querfluss im 
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Fokussierungszeitraum der hier dargestellten Messung geringer ist, zeigt sich hier 
im Intensitätsverlauf keine eindeutige Überladung des Kanals. Auch könnte der 
Intensitätsbetrag darauf schließen lassen, dass während dieser Messung mehr 
Partikel eluiert sind, als in Messung 44. Dabei muss jedoch berücksichtigt 
werden, dass die Intensität generell auch eine Funktion der Partikelgröße ist, die 
in diesem Fall deutlich höher ist. Die vergleichsweise hohe Intensität könnte also 
auch nur ein Resultat des Streuverhaltens der größeren Partikel in dieser Messung 
sein. 
 
 
Messung 46: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. In Tab. 4.47 sind die Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.47: Durchflussparameter für Messung 46 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 25 1,20 1,40 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
20 1,20 power 0,60 
40 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.78 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.78: Querfluss gegen Zeit für Messung 46 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
 
Abbildung 4.79: Daten der DLS für Messung 46 (CaP/PEI-Nanopartikel) 
 
In Abb. 4.79 sind die Daten der DLS für Messung 46 dargestellt. Die Intensität 
zeigt hier deutliche Schwankungen, die vermutlich systembedingt sind, für die 
Bereiche, in denen der Intensitätsbetrag kleiner als 100 kcps ist. Darüber hinaus 
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ist im Zeitraum zwischen 30 und 43 min ein Peak zu erkennen, dessen Intensität 
sich jedoch im Vergleich zu vielen anderen Messungen kaum von den 
beobachteten Schwankungen unterscheidet. Der Z-Average beschreibt im Bereich 
des Peaks eine leichte Kurve mit einer Partikelgröße im Bereich zwischen 20 und 
50 nm. Anschließend setzt sich der Trend mit leichten Schwankungen ansteigend 
fort, bis zu einem Maximum von ca. 125 nm. Der Grund für die geringe Intensität 
in der dargestellten Messung liegt vermutlich zum einen an dem hohen Querfluss, 
der für eine stärkere Adsorption der Partikel an der Membran sorgt, wie es schon 
bei anderen Messungen beobachtet wurde. Ein anderer Grund ist wahrscheinlich 
auch hier die Wechselwirkung zwischen Partikeln und Membran, wie sie schon 
in den anderen Messungen mit CTA-Membran beschrieben wurde. 
 
 
4.2.4 Messungen mit fluoreszierenden Zusätzen 
 
Messung 47: 
 
Für diese Messung wurde eine Mischung aus 1,8 mL unaufgereinigte Dispersion 
CaP/PEI-Nanopartikel und 0,2 mL einer PEI-FITC-Lösung (3,68 g/L) injiziert. In 
Tab. 4.48 sind die Flussraten für diese Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.48: Durchflussparameter für Messung 47 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 15 0,70 0,90 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
12 0,70 linear n.d. 
25 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.80 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.80: Querfluss gegen Zeit für Messung 47 (CaP/PEI-Nanopartikel 
+ PEI-FITC) 
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Abbildung 4.81: Daten der DLS für Messung 47 (CaP/PEI-Nanopartikel + PEI-
FITC) 
 
 
Abbildung 4.82: Intensität (DLS) und UV/Vis-Absorption für Messung 47 
(CaP/PEI-Nanopartikel + PEI-FITC) 
 
In den Abb. 4.81 und 4.82 sind die Daten der DLS für die Messung 47 mit 
Intensität und Z-Average (Abb. 4.81) bzw. Intensität und UV/Vis-Absorption 
(Abb. 4.82) dargestellt. Die Intensität zeigt im Zeitraum zwischen 18 und 22 min 
bzw. zwischen 23 und 28 min jeweils einen kleinen Peak, der offensichtlich auf 
ungebundenes PEI zurück zu führen ist. Ein verhältnismäßig großer Peak findet 
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sich im Zeitraum zwischen 31 und 45 min für die injizierten Nanopartikel. Der Z-
Average beschreibt, abgesehen von einer geringfügigen Abweichung im Bereich 
des ersten Peaks, den zu erwartenden Trend für das ungebundene Polymer im 
Zeitraum zwischen 22 und 31 min bzw. für die CaP/PEI-Nanopartikel im 
Zeitraum zwischen 32 und 45 min. Das Signal des UV/Vis-Detektors zeigt 
eindeutig, dass FITC-markiertes PEI fast ausschließlich vor den Nanopartikeln 
eluiert. Daher kann davon ausgegangen werden, dass das ungebundene PEI aus 
der Synthese ebenfalls in diesem Zeitraum eluiert.  
 
 
Messung 48: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/PEI-
Nanopartikel injiziert. Die Partikel wurden für diese Messung mit FITC-
markiertem Polymer synthetisiert. In Tab. 4.49 sind die Flussraten für diese 
Messung dargestellt. 
 
Tabelle 4.49: Durchflussparameter für Messung 48 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 45 1,00 1,20 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
12 1,00 linear n.d. 
50 0,00 konstant n.d. 
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In Abb. 4.83 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.83: Querfluss gegen Zeit für Messung 48 (CaP/PEI-FITC-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.84: Daten der DLS für Messung 48 (CaP/PEI-FITC-Nanopartikel) 
 
 146 
 
Abbildung 4.85: Intensität (DLS) und UV/Vis-Absorption für Messung 48 
(CaP/PEI-FITC-Nanopartikel) 
 
In den Abb. 4.84 und 4.85 sind die Daten der DLS für die Messung 48 mit 
Intensität und Z-Average (Abb. 4.84) bzw. Intensität und UV/Vis (Abb. 4.85) 
dargestellt. Die Intensität zeigt im Zeitraum zwischen 48 und 52 min einen 
kleinen Peak, der offensichtlich auf ungebundenes PEI zurückzuführen ist. Ein 
verhältnismäßig großer Peak findet sich im Zeitraum zwischen 53 und 80 min für 
die injizierten Nanopartikel. Der Z-Average beschreibt für die Bereiche beider 
Peaks den zu erwartenden Trend. Das Signal des UV/Vis-Detektors zeigt einen 
sehr großen Peak, der zeitlich mit dem ersten Intensitätspeak übereinstimmt und 
offenbar auf ungebundenes PEI zurück zu führen ist. Ein zweiter Peak befindet 
sich im Zeitraum des zweiten Intensitätspeaks und zeigt die mit FITC-PEI 
stabilisierten Nanopartikel. Die Messung zeigt, dass ungebundenes PEI unter den 
richtigen Bedingungen sehr gut von den synthetisierten Partikeln abgetrennt 
werden kann. 
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4.2.5 Interpretation der Ergebnisse 
 
Die mit CaP/PEI-Nanopartikeln durchgeführten Messungen zeigen bereits 
deutlich, wie sensibel die Messungen auf Variation der unterschiedlichen 
Parameter reagieren. Für die Messungen mit der RC-Membran konnte festgestellt 
werden, dass Messungen mit Injektionsvolumina von 500 µL bzw. 2 mL unter 
den richtigen Bedingungen zu guten und reproduzierbaren Ergebnissen führen. 
Ein zu hoher Querfluss führt jedoch zu einer starken Adsorption der Partikel an 
der Membran, was wiederum negative Messergebnisse zur Folge hat. Dies zeigt 
sich besonders im Vergleich der Messungen 08 bis 12. Die höchste 
Rückgewinnungsrate wurde für Messung 14 mit 81 % im Bereich des Hauptpeaks 
erhalten. Leider konnte dieses Ergebnis bei weiteren Messungen nicht 
reproduziert werden. Obwohl die Darstellung in der DLS auf eine gute Trennung 
schließen lässt, konnten in diversen Messungen maximal bis zu 43 % der 
injizierten Partikel zurückgewonnen werden, unabhängig davon, ob der Querfluss 
größer oder kleiner als in Messung 14 war. Der zeitliche Abfall des Querflusses 
nach der Fokussierung unterschied sich hierbei nur unwesentlich unter den 
Messungen. Die Fokussierungszeit betrug für Messung 14 mit 35 min am 
längsten von allen anderen Messungen, daher sollten die Wechselwirkungen 
zwischen Partikeln und Membran hier am stärksten sein. In diesem 
Zusammenhang lässt sich nicht erklären, warum die Rückgewinnung für die 
anderen Messungen so drastisch abnimmt. Des Weiteren zeigt sich in diesen 
Messungen, dass es besonders bei großen Injektionsvolumina (5 und 10 mL) 
offenbar zu stärkeren Wechselwirkungen der Partikel untereinander kommt, da 
die Daten der DLS oftmals Unregelmäßigkeiten aufweisen, die auf eine 
unzureichende Trennung hindeuten. Dies wird besonders in den Messungen 14, 
16, 17 und 19 deutlich. 
Für die PES-Membran zeigt sich, dass in diesem Fall mit einem 
Injektionsvolumen von 2 mL keine hinreichende Trennung bzw. reproduzierbare 
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Ergebnisse erzielt werden konnten. Dies ist besonders im Vergleich der 
Messungen 23 bis 34 zu beobachten. Nur in einem Ausnahmefall für Messung 26 
konnten insgesamt 88 % der injizierten Partikel zurückgewonnen werden, wobei 
jedoch nur 47 % im Bereich des Hauptpeaks gefunden wurden. Bessere 
Ergebnisse wurden hier mit einem Injektionsvolumen von 10 mL erhalten. So 
zeigen besonders die Messungen 37 und 38, dass reproduzierbare Messungen mit 
relativ hoher Rückgewinnung (>60 % im Bereich des Hauptpeaks) möglich sind. 
Jedoch zeigt sich auch in diesen Messungen die schon mit der RC-Membran 
beobachteten Unregelmäßigkeiten in den Daten der DLS, die auf eine unsaubere 
Trennung hindeuten. Die Messungen 39 bis 43 zeigen, dass ein Zusatz von NaCl 
zum Eluenten einen positiven Effekt auf die Rückgewinnung hat. Mit 
zunehmender NaCl-Konzentration nimmt jedoch die Qualität der Trennung ab. 
Das beste Ergebnis wurde hier mit einer Konzentration von 0,05 % erhalten, da 
es einen guten Kompromiss zwischen Trennverhalten und Steigerung der 
Rückgewinnungsrate liefert. 
Die durchgeführten Messungen 47 und 48 mit fluoreszierendem Polymer belegen 
zudem eindeutig, dass ungebundenes Polyethylenimin mittels AF4 von den 
synthetisierten Partikeln abgetrennt werden kann. 
Ein anderer Aspekt ist die Gefahr einer Änderung der Morphologie der Partikel 
während sich diese im Kanal befinden, wie es für die Messungen 21 und 22 
beschrieben wurde. Auch einige andere Messungen, die hier nicht aufgeführt sind, 
zeigen diese morphologische Besonderheit. Dabei handelt es sich im 
Wesentlichen um Messungen, die mit einem Querfluss von über 1 mL/min 
durchgeführt wurden. Abb. 4.86 zeigt dagegen REM-Aufnahmen von Messungen 
der AF4 mit CaP/PEI- bzw. CaP/CMC-Nanopartikeln, welche mit einem 
Querfluss kleiner als 1 mL/min durchgeführt wurden. Demnach wirkt sich der 
Querfluss für diese Partikel nicht nur wie üblich direkt auf die eigentliche 
Messung aus, sondern beeinflusst auch noch die Morphologie. Dies ist ein 
weiterer Punkt, der bei zukünftigen Anwendungen berücksichtigt werden muss. 
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Abbildung 4.86: REM-Bilder der AF4-Fraktionen von CaP/PEI- (links) und 
CaP/CMC-Nanopartikeln (rechts) 
 
 
4.3 CaP/CMC-Nanopartikel 
 
4.3.1 AF4-Messungen mit CaP/CMC-Nanopartikeln 
 
Die Messungen mit CaP/CMC-Nanopartikeln wurden mit einer PES-Membran 
durchgeführt. Die für diese Messungen verwendeten Partikel wurden 
entsprechend Abschnitt 3.7.4 synthetisiert und charakterisiert. 
 
Messung 49 und 50: 
 
Für diese Messung wurden 5 mL bzw. 10 mL unaufgereinigte Dispersion 
CaP/CMC-Nanopartikel, entsprechend 340 µg bzw. 680 µg Ca2+ bezogen auf 
reine Partikel (516 µg bzw. 1,03 mg Ca2+ insgesamt in der Dispersion), bei 
identischen Flussraten injiziert. Diese sind in Tab. 4.50 dargestellt. 
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Tabelle 4.50: Durchflussparameter für die Messungen 49 und 50 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 60 0,90 1,1 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
12 0,90 linear n.d. 
40 0,10 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.87 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.87: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 49 und 50 
(CaP/CMC-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.88: Daten der DLS für Messung 49 (CaP/CMC-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.51: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 49 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
64 – 80 191 56 
80 – 96 75 22 
0 – 64 und 96 – 114 14 4 
Ablauf 97 n.n. 
0 – 114 280 82 
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Abbildung 4.89: Daten der DLS für Messung 50 (CaP/CMC-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.52: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 50 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
62 – 80 421 62 
80 – 106 198 29 
0 – 62 und 106 – 114 8 1 
Ablauf 152 n.n. 
0 – 114 627 92 
 
Die Abb. 4.88 und 4.89 zeigen die Daten der DLS für die Messungen 49 und 50. 
Die Intensität beschreibt für beide Messungen einen Peak im Zeitraum von 65 bis 
80 min. Ein zweiter Peak ist in Messung 49 im Zeitraum von 80 bis 95 min zu 
sehen. In Messung 50 stellt sich dieser Bereich deutlich breiter und gleichzeitig 
flacher dar. Der Z-Average zeigt im Bereich des ersten Peaks für beide 
Messungen den zu erwartenden Trend der Partikelgröße. Diese liegt für 
Messung 49 im Bereich von ca. 200 bis 250 nm und für Messung 50 zwischen 
150 und 220 nm. Im weiteren Verlauf zeigt der Z-Average für Messung 49 ein 
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deutliches Absinken der Partikelgröße, bevor sie wieder auf ca. 260 nm ansteigt. 
Für Messung 50 ist dieses Absinken nur in sehr geringem Ausmaß zu beobachten. 
Insgesamt ist die Größenverteilung für Messung 50 mit 150 bis 300 nm deutlich 
größer, als für Messung 49, was überraschend ist, da die chronologische 
Reihenfolge der Messungen in umgekehrter Folge als hier dargestellt, jedoch mit 
Partikeln der gleichen Synthese durchgeführt wurde. Die Ergebnisse der AAS 
zeigen für beide Messungen ähnliche Trends, indem der Großteil des 
nachgewiesenen Calciumgehalts in der Fraktion des ersten Peaks detektiert 
wurde. Ein deutlich geringerer Anteil wurde in der Fraktion des zweiten Peaks, 
sowie im Ablauf gefunden. Ebenfalls ein geringer Anteil konnte zudem im 
übrigen Messungszeitraum nachgewiesen werden. Die Menge an Calcium, 
welche im Ablauf detektiert wurde, repräsentiert hier das freie Calcium, welches 
während der Synthese nicht zu Nanopartikeln umgesetzt wurde und daher durch 
die Membran filtriert wird. Da die nachgewiesene Menge jedoch noch unterhalb 
der Differenz zwischen der Menge Calcium in den reinen Partikeln und 
Gesamtmenge an Calcium liegt, spricht dies dafür, dass nach wie vor Partikel an 
der Membran adsorbieren. 
 
 
Messung 51: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL aufgereinigte Dispersion CaP/CMC-
Nanopartikel, entsprechend 680 µg Ca2+, injiziert. In Tab. 4.53 sind die Flussraten 
für diese Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.53: Durchflussparameter für Messung 51 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 50 0,80 1,00 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 0,70 linear n.d. 
85 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.90 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.90: Querfluss gegen Zeit für Messung 51 (CaP/CMC-
Nanopartikel) 
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Abbildung 4.91: Daten der DLS für Messung 51 (CaP/CMC-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.54: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 49 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
0 – 40 n.d. n.d. 
40 – 52 n.d. n.d. 
52 – 70 52 8 
70 – 90 104 15 
90 - 116 39 6 
Ablauf 79 n.n. 
0 – 116 195 29 
 
Abb. 4.91 zeigt die Daten der DLS für Messung 51. Die Intensität zeigt für diese 
Messung ein leichtes Rauschen, wie es in höherem Maße auch schon in 
Messung 50 beobachtet wurde. Im Zeitraum zwischen 65 und 90 min findet sich 
ein Peak, dessen Intensität jedoch verglichen mit anderen Messungen bei 
gleichem Injektionsvolumen deutlich geringer ausfällt. Ursache hierfür ist 
höchstwahrscheinlich die Tatsache, dass bereits aufgereinigte CaP/CMC-
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Nanopartikel injiziert wurden, da diese Beobachtung auch schon für aufgereinigte 
CaP/PEI-Nanopartikel gemacht wurde. Die Ergebnisse der AAS zeigen, dass der 
Großteil des nachgewiesenen Calciums im Bereich des zweiten Peaks detektiert 
wurde. Nahezu die gleiche Menge wurde zudem im übrigen Zeitraum der 
Messung inklusive Ablauf gefunden. Insgesamt macht dies jedoch nur einen 
geringen Teil der injizierten Menge an Calcium aus. 
 
 
Messung 52 und 53: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL unaufgereinigte Dispersion CaP/CMC-
Nanopartikel, entsprechend 680 µg Ca2+ bezogen auf reine Partikel (1,03 mg 
insgesamt), injiziert. Als Eluent wurde Reinstwasser mit 0,05 % NaCl verwendet. 
Es wurden insgesamt zwei Messungen mit den in Tab. 4.55 aufgeführten 
Flussraten durchgeführt, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu untersuchen. 
 
Tabelle 4.55: Durchflussparameter für die Messungen 52 und 53 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 50 0,80 1,00 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
15 0,80 linear n.d. 
50 0,10 konstant n.d. 
3 0,10 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
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In Abb. 4.92 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.92: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 52 und 53 
(CaP/CMC-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.93: Daten der DLS für Messung 52 (CaP/CMC-Nanopartikel) 
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Tabelle 4.56: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 52 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg 
Prozent der injizierten Menge 
bezogen auf reine Partikel 
0 – 44 n.d. n.d. 
44 – 64 42 6 
64 – 76 54 8 
76 – 120 40 6 
120 – 160 12 2 
160 – 200 83 12 
Ablauf 363 n.n. 
0 – 200 231 34 
 
 
Abbildung 4.94: Daten der DLS für Messung 53 (CaP/CMC-Nanopartikel) 
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Tabelle 4.57: Calciumgehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 53 
Fraktion in min Ca2+-Gehalt in µg Prozent der injizierten Menge 
0 – 48 n.d. n.d. 
48 – 64 33 5 
64 – 98 293 43 
98 – 140 46 7 
140 – 170 13 2 
170 – 200 9 1 
Ablauf 86 n.n. 
0 – 200 394 58 
 
Abb. 4.93 und 4.94 zeigen die Daten der DLS für die Messungen 52 und 53. 
Zwischen beiden Messungen gibt es hinsichtlich Intensitätsverlauf, Z-Average 
und Calciumgehalt der Fraktionen deutliche Unterschiede. Für Messung 52 zeigt 
die Intensität ein deutliches Rauschen sowie einen sehr hohen Wert während der 
Phase der Fokussierung. Es gibt einen Peak, der als solcher erkennbar ist, im 
Zeitraum zwischen 65 und 75 min. Der Z-Average zeigt hier nur im Bereich der 
Fokussierung sowie im Maximum des Peaks einen Wert für die Partikelgröße. Im 
ersten Bereich liegt dieser zwischen 25 und 100 nm, für das Maximum des Peaks 
bei ca. 225 nm. Die Ergebnisse der AAS zeigen für alle untersuchten Fraktionen 
nur einen geringen Anteil an Calcium. Der wesentliche Teil wurde für diese 
Messung im Ablauf detektiert. Insgesamt ist dies jedoch immer noch deutlich 
weniger als ursprünglich injiziert wurde. 
Für Messung 53 zeigt der Intensitätsverlauf einen kleinen Peak bei etwa 55 min 
sowie einen großen Peak im Zeitraum zwischen 65 und 100 min. Der Z-Average 
zeigt im Bereich des zweiten Peaks einen weitgehend idealen Trend der 
Partikelgröße im Bereich zwischen 120 und 170 nm. Die Ergebnisse der AAS 
zeigen, dass der größte Anteil des nachgewiesenen Calciums für beide Messungen 
im Bereich des zweiten Peaks detektiert wurde. Ein geringer Anteil an Calcium 
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wurde zudem in den übrigen Fraktionen des Messbereichs gefunden. Ebenso wie 
in Messung 51 liegt die Gesamtmenge an Calcium für Messung 53 auch hier 
deutlich unter der injizierten Menge. Dabei wurde ein Großteil des Calciums in 
der Fraktion des Ablaufs gefunden. Die Ergebnisse der Messung 53 unterscheiden 
sich davon, indem eine wesentlich größere Menge an Calcium in der Fraktion des 
Hauptpeaks nachgewiesen wurde. Dagegen wurde im Ablauf deutlich weniger 
gefunden, als im Vergleich zu Messung 52. 
 
 
4.3.2 Interpretation der Ergebnisse 
 
Die durchgeführten Messungen mit CaP/CMC-Nanopartikeln zeigen nur eine 
bedingte Eignung zur Aufreinigung mittels AF4. Die Messungen 49 und 50 
zeigen zwar eine sehr hohe Rückgewinnungsrate von bis zu 92 % insgesamt 
(62 % im Bereich des ersten Peaks), jedoch lassen die Daten der DLS vermuten, 
dass die Trennung des Polymers von den Partikeln in diesem Fall nur 
unzureichend stattfand. Messung 51 mit bereits aufgereinigten Partikeln zeigt 
zwar in der Darstellung der DLS ein besseres Ergebnis, jedoch ist die 
Rückgewinnung in diesem Fall mit nur 29 % insgesamt äußerst schlecht. Auch 
die Reproduzierbarkeit bzw. eine Verbesserung durch Zusatz von NaCl, wie für 
CaP/PEI-Nanopartikel beobachtet, konnte hier nicht nachgewiesen werden, wie 
die Messungen 52 und 53 zeigen. 
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4.4 AF4-Messungen von metallischen Nanopartikeln 
 
4.4.1 Trennung eines Gemisches aus Silber- und Gold-Nanopartikeln 
 
Die folgenden Messungen wurden mit einer RC-Membran durchgeführt. Die für 
diese Messungen verwendeten Partikel wurden entsprechend Abschnitt 3.8.2 
(Silber-Nanopartikel) bzw. Abschnitt 3.8.4 (Gold-Nanopartikel) synthetisiert und 
charakterisiert. 
 
Messung 54: 
 
Für diese Messung wurden 21 µL eines 1:1-Gemisches aus Ag/PVP- und 
Au/PVP-Nanopartikeln injiziert. In Tab. 4.58 Flussraten für diese Messung 
dargestellt. 
 
Tabelle 4.58: Durchflussparameter für Messung 54 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,20 8 1,50 1,80 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
5 1,50 konstant n.d. 
50 1,50 power 0,25 
30 0,08 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.95 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.95: Querfluss gegen Zeit für Messung 54 (Ag/PVP- und Au/PVP-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.96: Daten der DLS für Messung 54 (Ag/PVP- und Au/PVP-
Nanopartikel) 
 
Abb. 4.96 zeigt die Daten der DLS für Messung 54. Die Intensität zeigt im 
gesamten Messbereich einen sehr niedrigen Betrag, der mit dem von Messung 01 
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für Reinstwasser vergleichbar ist. Zudem weist sie ein starkes Rauschen auf. 
Dennoch sind zwei Peaks im Zeitraum zwischen 25 und 50 min bzw. 50 und 
90 min zu erkennen. Der Z-Average zeigt über den Bereich beider Peaks einen 
nahezu kontinuierlichen Trend, in dem die Partikelgröße von ca. 20 nm auf etwa 
550 nm steigt. Dies legt die Vermutung nahe, dass der erste Peak die kleineren 
Gold-Partikel darstellt, während der zweite Peak die Silber-Partikel repräsentiert. 
Die gezeigte Partikelgröße deutet jedoch daraufhin, dass eine oder beide 
Partikelsorten in hohem Maß agglomeriert sind. In diesem Fall ist der 
Größenunterschied zwischen Silber- und Gold-Nanopartikeln jedoch nicht mehr 
groß genug um eine hinreichende Trennung zu erreichen. Lediglich die zwei 
Peaks der Intensität deuten hier verschiedene Fraktionen an. 
 
 
Messung 55 und 56: 
 
Für diese Messung wurden 21 µL eines 1:1-Gemisches aus Ag/PVP- und 
Au/PVP-Nanopartikeln injiziert. Es wurden zwei Messungen mit den in Tab. 4.59 
dargestellten Flussraten durchgeführt. 
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Tabelle 4.59: Durchflussparameter für die Messungen 55 und 56 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,20 8 1,00 1,30 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
5 1,00 konstant n.d. 
50 1,00 power 0,25 
30 0,08 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.97 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.97: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 55 und 56 (Ag/PVP- 
und Au/PVP-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.98: Daten der DLS für Messung 55 (Ag/PVP- und Au/PVP-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.99: Daten der DLS für Messung 56 (Ag/PVP- und Au/PVP-
Nanopartikel) 
 
Die Abb. 4.98 und 4.99 zeigen die Daten der DLS für die Messungen 55 und 56. 
Die Intensität zeigt hier ähnlich wie in Messung 54 nur einen sehr geringen Betrag 
mit starkem Rauschen. Der Verlauf ist jedoch in den Abb. 4.98 und 4.99 
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vergleichbar, mit dem Void-Peak im Zeitraum zwischen 10 und 15 min und dem 
Hauptpeak zwischen 30 und 60 min. Der Z-Average zeigt jedoch leichte 
Unterschiede. In Abb. 4.98 zeigt dieser im Bereich zwischen Void- und 
Hauptpeak eine Kurve mit einem Maximum bei 25 min und ca. 300 nm. Ab 
Minute 35 beschreibt der Z-Average den zu erwartenden Trend in einem 
Größenbereich zwischen 120 und 600 nm. In Abb. 4.99 gibt es einige wenige 
Messpunkte im Bereich des Void-Peaks für etwa 450 nm. Ab Minute 35 stimmt 
der Verlauf des Z-Average beider Abbildungen nahezu überein. Die dargestellten 
Partikelgrößen lassen auch hier vermuten, dass die Partikel in gewissem Maße 
agglomeriert sind. Es kann jedoch nicht unterschieden werden, ob dies nur für 
einen Typ von Partikeln gilt, oder ob beide Typen separat bzw. untereinander 
agglomeriert sind. Dies könnte auch ein Grund sein, warum in diesem Fall nur ein 
Peak zu beobachten ist. 
 
Messung 57: 
 
Für diese Messung wurden 100 µL eines 1:1-Gemisches aus Ag/PVP- und 
Au/PVP-Nanopartikeln injiziert. In Tab. 4.60 sind die Flussraten für diese 
Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.60: Durchflussparameter für Messung 57 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,20 10 1,00 1,30 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
5 1,00 konstant n.d. 
30 1,00 power 0,25 
20 0,08 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.100 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.100: Querfluss gegen Zeit für Messung 57 (Ag/PVP- und 
Au/PVP-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.101: Daten der DLS für Messung 57 (Ag/PVP- und Au/PVP-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.102: UV/Vis-Absorption und Z-Average (DLS) für Messung 57 
(Ag/PVP- und Au/PVP-Nanopartikel) 
 
 
In den Abb. 4.101 und 4.102 sind die Daten der DLS für die Messung 57 mit 
Intensität und Z-Average (Abb. 4.101) bzw. UV/Vis-Absorption und Z-Average 
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(DLS) (Abb. 4.102) dargestellt. Die Intensität zeigt hier im Zeitraum zwischen 13 
und 17 min einen sehr schwachen Void-Peak und zwischen 35 und 65 min den 
Hauptpeak. Der Z-Average sinkt hier im Zeitraum zwischen 33 und 42 min 
zunächst von ca. 125 auf 90 nm ab, bevor er dem zu erwartenden Trend folgt. Die 
gefundenen Partikelgrößen liegen für diese Messung im üblichen Größenbereich. 
Es gibt jedoch keine eindeutige Trennung von Silber- und Goldnanopartikeln. Die 
relativ große Breite des Intensitätspeaks könnte jedoch darauf hindeuten, dass die 
Partikel auf Grund ihrer Größe nicht ausreichend voneinander getrennt werden 
konnten, weshalb beide Partikeltypen im Bereich des Hauptpeaks eluieren. Die in 
Abb. 4.101 dargestellte Absorptionskurve des UV-Detektors stimmt nahezu mit 
dem Intensitätsverlauf überein. Im Unterschied zur Intensität sind hier jedoch 
eindeutig zwei Peaks im Zeitraum zwischen 35 und 65 min zu erkennen, die 
jedoch stark überlappen. Dies spricht ebenfalls dafür, dass die Größe der Silber- 
und Goldpartikel zu ähnlich sind, um mit den gewählten Parametern hinreichend 
getrennt zu werden.  
 
 
4.4.2 AF4-Messungen mit Ag/PVP/PEI-Nanopartikeln 
 
Die für diese Messungen verwendeten Partikel wurden entsprechend 
Abschnitt 3.8.3 synthetisiert und charakterisiert. 
 
4.4.2.1 Messungen mit einer CTA-Membran 
 
Messung 58 bis 60: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL einer Ag/PVP/PEI-Nanopartikeldispersion 
injiziert. Die Konzentration der Lösungen bezogen auf Silber betrug 585 mg/L, 
390 mg/L bzw. 292 mg/L. Alle drei Messungen wurden mit den in Tab. 4.61 
dargestellten Flussraten durchgeführt. 
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Tabelle 4.61: Durchflussparameter für die Messungen 58 bis 60 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 15 1,00 1,25 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 1,00 linear n.d. 
80 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.103 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
 
Abbildung 4.103: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 58 bis 60 
(Ag/PVP/PEI-Nanopartikel) 
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Abbildung 4.104: Daten der DLS für Messung 58 (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel/585 mg/L) 
 
 
 
Abbildung 4.105: Daten der DLS für Messung 59 (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel/390 mg/L) 
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Abbildung 4.106: Daten der DLS für Messung 60 (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel/292 mg/L) 
 
Die Abb. 4.104 bis 4.106 zeigen die Daten der DLS für die Messungen 58 bis 60. 
Die Intensität in Abb. 4.104 zeigt im Zeitraum zwischen 18 und 65 min einen sehr 
breiten Peak, der sich offenbar aus Void- und Hauptpeak zusammensetzt. Dies 
liegt vermutlich in der hohen Konzentration an Nanopartikeln begründet, die mit 
den gewählten Parametern nicht hinreichend getrennt werden konnten. Der Z-
Average zeigt hier im Zeitraum zwischen 25 und 35 min eine leichte 
Unregelmäßigkeit, indem er zunächst von ca. 80 auf 100 nm ansteigt und 
anschließend wieder auf etwa 50 nm sinkt. Im Folgenden beschreibt der Z-
Average jedoch den zu erwartenden Trend der Partikelgrößenverteilung bis zu 
einem Maximum von etwa 350 nm. In den Abb. 4.105 und 4.106 zeigt die 
Intensität nahezu das gleiche Verhalten mit dem Void-Peak im Zeitraum zwischen 
18 und 21 min und dem Hauptpeak zwischen 30 und 55 min, wobei der 
Intensitätsbetrag in Abb. 4.106 deutlich geringer ist. In beiden Abbildungen 4.105 
und 4.106 zeigt die Intensität im Bereich zwischen Void- und Hauptpeak ein 
relativ starkes Rauschen, dies ist in Abb. 4.106 auch im übrigen Messbereich 
deutlich zu sehen. Die Ursache hierfür liegt offenbar in der verringerten 
Konzentration an Nanopartikeln. Der Z-Average beschreibt jedoch in diesen zwei 
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Fällen einen grundlegend anderen Verlauf. In Abb. 4.105 zeigt er nur eine leichte 
Unregelmäßigkeit im Zeitraum zwischen 25 und 33 min, wie sie auch in 
Abb. 4.104 beobachtet wurde. Nachfolgend ist auch hier der zu erwartende Trend 
der Größenverteilung zu sehen. In Abb. 4.106 zeigt sich dagegen für den Z-
Average im Zeitraum zwischen 22 und 38 min zunächst ein Anstieg von 160 auf 
ca. 350 nm und ein anschließendes Sinken auf etwa 180 nm. Im Folgenden steigt 
die Partikelgröße wieder bis ca. 380 nm. Insgesamt sind hier für den Z-Average 
deutlich weniger Messpunkte zu beobachten als in den Messungen 58 und 59, was 
ebenfalls ein Hinweis auf die geringe Partikelkonzentration ist.  
Betrachtet man die Ergebnisse der drei Messungen, so zeigt sich deutlich, dass 
eine erfolgreiche Größentrennung auch von der injizierten Partikelkonzentration 
abhängt. Die besten Ergebnisse konnten in diesem Fall mit einer 
Silberkonzentration von 390 mg/L erzielt werden.  
 
 
Messung 61: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL einer Ag/PVP/PEI-Nanopartikeldispersion der 
Konzentration 390 mg/L bezogen auf Silber injiziert. In Tab. 4.62 sind die 
Flussraten für diese Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.62: Durchflussparameter für Messung 61 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 15 0,80 1,05 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
20 0,80 linear n.d. 
55 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.107 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.107: Querfluss gegen Zeit für Messung 61 (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 175 
 
Abbildung 4.108: Daten der DLS für Messung 61 (Ag/PVP/PEI-Nanopartikel) 
 
Abb. 4.108 zeigt die Daten der DLS für Messung 61. Die Intensität zeigt im 
Zeitraum zwischen 18 und 23 min den Void-Peak, der hier relativ breit ausfällt. 
Zwischen 23 und 26 min findet sich ein weiterer Peak, der jedoch ungewöhnlich 
starkes Rauschen aufweist. Im Zeitraum zwischen 32 und 60 min ist der 
Hauptpeak dargestellt, dessen Intensitätsbetrag etwa die Hälfte des Betrages des 
Void-Peaks ausmacht. Der Z-Average zeigt auch hier im Zeitraum zwischen 25 
und 38 min die häufig beobachtete Unregelmäßigkeit, dass er zunächst ansteigt 
und anschließend wieder absinkt. Die Partikelgröße liegt für diese Messung 
zwischen 150 und 550 nm. Dies deutet auf eine leichte Agglomeration hin, die 
möglicherweise Ursache der unvollständigen Trennung ist, worauf der Verlauf 
von Intensität und Z-Average hindeuten. Zudem ist es denkbar, dass die 
gewählten Parameter, insbesondere der geringe Querfluss, während der 
Fokussierungs- und Trennungsphase unpassend gewählt waren. 
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Messung 62: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL einer Ag/PVP/PEI-Nanopartikeldispersion der 
Konzentration 390 mg/L bezogen auf Silber injiziert. In Tab. 4.63 sind die 
Flussraten für diese Messung dargestellt. 
 
Tabelle 4.63: Durchflussparameter für Messung 62 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,25 15 1,20 1,45 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
10 1,20 linear n.d. 
55 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.109 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
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Abbildung 4.109: Querfluss gegen Zeit für Messung 62 (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.110: Daten der DLS für Messung 62 (Ag/PVP/PEI-Nanopartikel) 
 
In Abb. 4.110 sind die Daten der DLS für Messung 62 dargestellt. Der Verlauf 
der Intensität ähnelt stark dem in Messung 61 beobachteten, mit dem Void-Peak 
im Zeitraum zwischen 18 und 20 min, dem Hauptpeak zwischen 30 und 60 min 
und einem starken Rauschen im Bereich zwischen diesen beiden Peaks. Auch der 
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Z-Average zeigt hier einen ähnlichen Verlauf, wobei jedoch Anstieg und 
Absinken im Zeitraum zwischen 25 und 35 min weniger stark ausgeprägt sind. 
Dafür ist die Größenverteilung im Messbereich mit ca. 175 bis etwa 1000 nm 
deutlich größer. Der hier verwendete größere Querfluss im 
Fokussierungszeitraum trägt offenbar wesentlich zur Verbesserung der Trennung 
bei. 
 
 
4.4.2.2 Messungen mit einer PES-Membran 
 
Messung 63 und 64: 
 
Für diese Messung wurden 2 mL bzw. 10 mL einer Ag/PVP/PEI-
Nanopartikeldispersion der Konzentration 390 mg/L bezogen auf Silber injiziert. 
Beide Messungen wurden mit den in Tab. 4.64 aufgeführten Flussraten 
durchgeführt. 
 
Tabelle 4.64: Durchflussparameter für die Messungen 63 und 64 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,30 35 1,00 1,20 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
20 1,00 power 0,40 
60 0,00 konstant n.d. 
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In Abb. 4.111 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.111: Querfluss gegen Zeit für die Messungen 63 und 64 
(Ag/PVP/PEI-Nanopartikel) 
 
 
Abbildung 4.112: Daten der DLS für Messung 63 (2 mL) (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel) 
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Abbildung 4.113: Daten der DLS für Messung 64 (10 mL) (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel) 
 
Die Abb. 4.112 und 4.113 zeigen die Daten der DLS für die Messungen 63 (2 mL) 
und 64 (10 mL). Die Intensität zeigt in beiden Fällen Peaks im gleichen Bereich 
mit dem Void-Peak im Zeitraum zwischen 40 und 50 min und dem Hauptpeak 
zwischen 50 und 117 min. Der Hauptpeak in Abb. 4.113 fällt jedoch deutlich 
breiter aus, als in Abb. 4.112. Zudem ist der Intensitätsbetrag für diese Messung 
erheblich größer als für Messung 64. Beides kann auf das größere 
Injektionsvolumen zurückgeführt werden. Der Z-Average zeigt für beide 
Messungen einen ähnlichen Verlauf, mit der schon oft beobachteten 
Unregelmäßigkeit, indem er im Bereich des Void-Peaks zunächst ansteigt und 
anschließend wieder absinkt. Ab Minute 65 zeigt sich jedoch in beiden Fällen der 
erwartete Trend der Partikelgrößenverteilung. Bezüglich der tatsächlichen 
Partikelgröße zeigen sich jedoch zwischen diesen beiden Messungen deutliche 
Unterschiede. So liegt diese für Messung 63 im Bereich zwischen 75 und 350 nm 
und für Messung 64 zwischen 25 und 175 nm. Dieses Ergebnis ist unerwartet, da 
die Messungen in chronologischer Reihenfolge gezeigt sind und mit Partikeln der 
gleichen Synthese durchgeführt wurden. Der Größenunterschied kann in diesem 
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Fall also nicht auf die Alterung der Partikel zurückgeführt werden. Eine 
Agglomeration wäre zudem eher im Falle der höheren Partikelkonzentration in 
Messung 64 wahrscheinlich. Eine weitere Beobachtung, die den Erwartungen 
widerspricht zeigt sich in der zeitlichen Elution der Partikel. So eluieren bspw. in 
Messung 63 Partikel mit einer Größe von 100 nm nach etwa 82 min. In 
Messung 64 eluieren diese Partikel jedoch erst nach ca. 97 min.  
Dies steht im Gegensatz zu den wesentlichen Aspekten der Feld-Fluss 
Fraktionierung. An dieser Stelle kann nicht beurteilt werden, inwieweit Partikel 
aus früheren Messungen noch an der Membran adsorbiert sind und somit die 
Wechselwirkung zwischen dieser und den Partikeln beeinflussen. Es macht 
jedoch deutlich, dass die hier gewählten Bedingungen für eine reproduzierbare 
Anwendung für diese Partikel gänzlich ungeeignet sind.  
 
 
Messung 65: 
 
Für diese Messung wurden 10 mL einer Ag/PVP/PEI-Nanopartikeldispersion der 
Konzentration 390 mg/L bezogen auf Silber injiziert. In Tab. 4.65 sind die 
Flussraten für diese Messung dargestellt. 
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Tabelle 4.65: Durchflussparameter für Messung 65 
Fokussierung:    
Injektionsfluss in 
mL/min 
Injektionszeit in 
min 
Querfluss in 
mL/min 
Fokusfluss in 
mL/min 
0,50 30 1,00 1,00 
    
Elution:    
Zeitspanne in min 
Querfluss in 
mL/min 
Typ Exponent 
20 1,00 power 1,40 
60 0,00 konstant n.d. 
 
In Abb. 4.114 ist zudem der Verlauf des Querflusses grafisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.114: Querfluss gegen Zeit für Messung 65 (Ag/PVP/PEI-
Nanopartikel) 
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Abbildung 4.115: Daten der DLS für Messung 65 (Ag/PVP/PEI-Nanopartikel) 
 
Tabelle 4.66: Silbergehalt der untersuchten Fraktionen für Messung 65 
Fraktion in min Ag-Gehalt in µg Prozent der injizierten Menge 
30 – 40 0,485 0,012 
40 – 112 9,50 0,24 
30 – 112 9,99 0,26 
 
Abb. 4.115 zeigt die Daten der DLS für Messung 65. Intensität und Z-Average 
zeigen einen Verlauf, der nahezu mit dem aus Messung 64 übereinstimmt, mit 
dem Void-Peak im Zeitraum zwischen 32 und 40 min und dem Hauptpeak 
zwischen 40 und 112 min. Der Z-Average zeigt auch hier im Bereich des Void-
Peaks zunächst einen Anstieg der Partikelgröße von ca. 125 auf 175 nm, die im 
Folgenden wieder auf 75 nm absinkt und anschließend mit dem Verlauf des 
Hauptpeaks wieder bis zu einem Maximum von ca. 280 nm ansteigt. Die Daten 
der AAS zeigen hier deutlich, dass nur ein sehr geringer Anteil der injizierten 
Partikel überhaupt am Detektor registriert wird. Die adsorbierte Menge ist in 
diesem Fall deutlich größer als für CaP/PEI-Nanopartikel. Die Wechselwirkung 
zwischen Membran und Partikeln scheint damit nicht nur von der 
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Stabilisierungsmethode der Partikel abzuhängen, sondern auch von der Art der 
Partikel. Dies wird auch durch Beobachtungen, die mit Ag/PVP- und Au/PVP-
Nanopartikel gemacht wurden, bestätigt. 
 
4.4.3 Interpretation der Ergebnisse 
 
Die durchgeführten Messungen mit den hier dargestellten metallischen 
Nanopartikeln zeigen, dass sich diese unter den verwendeten Bedingungen nicht 
für eine Verwendung mit der AF4 eignen. Zwar konnten unter den richtigen 
Bedingungen gute Ergebnisse bezüglich der DLS erzielt werden, wie Messung 57 
für das Ag/Au-Nanopartikelgemisch bzw. die Messungen 62 bis 65 für 
Ag/PVP/PEI-Nanopartikel zeigen. Allerdings wurde mittels AAS nur ein äußerst 
geringer Anteil der Partikel in den gesammelten Fraktionen wiedergefunden. 
Sowohl die Silber- als auch Gold-Nanopartikel zeigten unter den gewählten 
Bedingungen für alle Messungen einen viel stärkeren Trend zur Adsorption an 
der Membran, als es für die Calciumphosphat-Partikel der Fall war. Dies deutet 
daraufhin, dass nicht nur die Oberflächenfunktionalisierung sondern auch der 
Partikelkern einen Einfluss auf die Wechselwirkung mit der Membran ausübt. In 
Abb. 4.116 sind Bilder des Kanals gezeigt, in dem eine offensichtlich große 
Menge an Silber- bzw. Gold-Nanopartikeln auf der Membran irreversibel 
adsorbiert wurden. 
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Abbildung 4.116: AF4-Kanal mit adsorbierten Nanopartikeln, Silber (links) und 
Gold (rechts) 
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5. Funktionalisierte Calciumphosphat-Nanopartikel zur 
Komplexbindung von Kupfer(II)-Ionen 
 
5.1 Einleitung 
 
Die Positronen-Emissions-Tomografie (PET) ist ein bildgebendes Verfahren, 
ähnliche der Computertomografie aus dem Bereich der Nuklearmedizin. Dabei 
wird dem Patienten ein Radiopharmakon, ein sogenannter Tracer, verabreicht, der 
unter Abgabe von Positronen zerfällt. Dies wird auch als β+-Zerfall bezeichnet. 
Treffen die emittierten Positronen auf Elektronen im umliegenden Gewebe 
kommt es zu einer Auslöschung (Annihilation), in deren Folge zwei 
hochenergetische Photonen (511 keV) emittiert werden, die sich in einem Winkel 
von nahezu 180° voneinander entfernen. Diese werden von dem umgebenden 
Detektor registriert. Aus den resultierenden Koinzidenzen kann anschließend ein 
Schnittbild der untersuchten Körperregion erstellt werden. Die PET wird 
heutzutage in großem Maß zur Tumorfrüherkennung eigesetzt. Übliche 
Radiopharmaka enthalten dabei oft 18F, welches kovalent gebunden ist. Die 
verabreichte Substanz wird dabei normal vom Körper verstoffwechselt, wobei 
sich das radioaktive Isotop verstärkt im Tumorgewebe anreichert. Eine andere 
Möglichkeit, derartige Radioisotope einzubringen, ist über Komplexierungsmittel 
wie das gebräuchliche Dotatoc. Dabei wird das Isotop 68Ga von dem 
Komplexbildner 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure 
gebunden. Dieser kann zuvor kovalent an beliebige Moleküle gekoppelt 
werden.[79-82] 
Die bereits beschriebenen Eigenschaften von Calciumphosphat-Nanopartikel 
macht diese auch für einen Einsatz als Transportmittel für derartige Radioisotope 
interessant. Im nachfolgenden Abschnitt wird die Synthese von CaP-
Nanopartikeln beschrieben, die kovalent mit dem DOTA-Liganden 
funktionalisiert wurden, um anschließend eine Aufnahme des Isotops 64Cu für die 
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PET zu ermöglichen. Die Beladungseffizienz der dargestellten Partikel wurde 
zunächst mit 62Cu untersucht. In späteren Arbeiten sollten insbesondere 
weiterführende Studien mit 64Cu, sowie PET-Messungen durchgeführt werden. 
 
 
5.2 Synthese von kovalent funktionalisierten CaP-Nanopartikeln 
mit dem Komplexbildner DOTA und deren Beladung mit 
Cu2+ 
 
Die Kopplung des DOTA-Liganden an die unter Punkt 3.7.3 dargestellten 
CaP/PEI/SiO2-SH-Nanopartikel findet über die Thiol-Maleimid-Kopplung statt. 
Verwendet wird dafür eine modifizierte Version des Liganden, die bereits die 
dafür benötigte Maleimid-Gruppe trägt. Die Struktur des Liganden, der im 
Folgenden als Maleimid-DOTA bezeichnet wird, ist in Abb. 5.1 dargestellt. 
 
Abbildung 5.1: Strukturformel des Maleimid-DOTA-Liganden 
 
Für eine typische Reaktion wurde die nach Abschnitt 3.7.3 hergestellte Dispersion 
von CaP/PEI/SiO2-SH-Nanopartikeln mit einer stöchiometrischen Menge an 
Maleimid-DOTA versetzt. Zu diesem Zweck wurde, wie in Abschnitt 3.7.3 
beschrieben, die Oberflächenbeladung mit Thiolgruppen bestimmt. Die 
Reaktionslösung wurde anschließend über Nacht bei 4 °C gelagert. Für die 
Beladung mit Cu2+ wurde die Lösung ohne weitere Behandlung mit 90% der 
stöchiometrischen Menge an Kupfer(II)-chlorid versetzt und zwei Stunden bei 
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4 °C gelagert. Die so dargestellten Partikel wurden im Folgenden als 
CaP/PEI/SiO2-S-Maleimid-DOTA[Cu]-Nanopartikel bezeichnet. 
 
Die erhaltene Lösung wurde entsprechend Abschnitt 3.7.1 aufgereinigt und die 
Partikel mittels DLS, REM und AAS analysiert. Tab. 5.1 zeigt die erhaltenen, 
repräsentativen Messergebnisse.  
 
Tabelle 5.1: Ergebnisse der Charakterisierung der CaP/PEI/SiO2-S-Maleimid-
DOTA[Cu]-Nanopartikel 
Z-Average (DLS) 
/ nm 
PDI 
Zeta-Potential / 
mV 
Durchmesser 
(REM) / nm 
171 0,320 28 50 – 100 
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die synthetisierten CaP/PEI/SiO2-S-
Maleimid-DOTA[Cu]-Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser 
von ca. 171 nm sehr gut in dem für diese Nanopartikel typischen Größenbereich 
liegen. Der PDI liegt mit einem Wert von 0,32 knapp oberhalb der Grenze für eine 
monodisperse Verteilung. Das Zeta-Potential liegt mit 28 mV im erwarteten 
Bereich für diese Art der Partikel. Die in Abb. 5.2 dargestellte Größenverteilung 
der DLS weist auf eine leichte Agglomeration hin, die vermutlich die Ursache für 
den vergleichsweise hohen PDI darstellt. 
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Abbildung 5.2: Partikelgrößenverteilung (DLS) für CaP/PEI/SiO2-S-Maleimid-
DOTA[Cu]-Nanopartikel 
 
Die in Abb. 5.3 dargestellte Aufnahme des Rasterelektronenmikroskops für 
CaP/PEI/SiO2-S-Maleimid-DOTA[Cu]-Nanopartikel zeigen sphärische Partikel 
im Größenbereich zwischen 50 und 100 nm. Dies entspricht der Verteilung, wie 
sie auch in der DLS beobachtet wurde.  
 
Abbildung 5.3: REM-Aufnahme der CaP/PEI/SiO2-S-Maleimid-DOTA[Cu]-
Nanopartikel 
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In Tab. 5.2 sind die Daten der AAS bzgl. der Kupferbeladung dargestellt. Die 
Ergebnisse zeigen, dass der wesentliche Teil des eingesetzten Kupfers an den 
Partikeln gebunden ist. Eine Beladung von ca. 80% stimmt dabei sehr gut mit den 
Literaturwerten für diese Kombination DOTA-Kupfer überein.[89] Analog zur 
Berechnung der Oberflächenbeladung mit Thiol aus Abschnitt 3.7.3 lässt sich dies 
für Cu2+ berechnen. Daraus ergibt sich eine Beladung von ca. 39 Kupferatomen 
pro Partikel. Unter der Annahme, dass jedes Kupferatom in einem DOTA-
Liganden und diese wiederum an einer Thiolgruppe gebunden ist, ergibt sich aus 
dem Verhältnis von Kupfer zu Thiol entsprechend 
39
165
=0,23 und damit eine 
Ausbeute der Thiol-Maleimid-Kupplung von 23 %. 
 
Tabelle 5.2: Ergebnis der AAS für CaP/PEI/SiO2-S-Maleimid-DOTA[Cu]-
Nanopartikel und Überstand nach Zentrifugation 
Probe Kupfermenge in µg 
Prozent der eingesetzten 
Kupfermenge 
CaP/PEI/SiO2-S-
Maleimid-
DOTA[Cu]-Nanopartikel 
22,9 80,1 
Überstand nach 
Zentrifugation 
5,6 19,6 
Summe 28,5 99,7 
 
 
5.3 Interpretation der Ergebnisse 
 
Die dargestellten Ergebnisse belegen, dass die vorgesehenen CaP-Nanopartikel 
erfolgreich mit dem Liganden Maleimid-DOTA funktionalisiert und mit Cu2+ 
beladen wurden. Zudem wurde die Oberflächenbeladung der Partikel hinsichtlich 
Thiolgruppen und Kupferatomen berechnet und daraus die Ausbeute der Thiol-
Maleimid-Kupplungsreaktion bestimmt.  
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6 Zusammenfassung 
 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Messungen mit verschiedenen Sorten von 
Nanopartikeln unter wechselnden Bedingungen mittels Asymmetrischer Fluss 
Feld-Fluss Fraktionierung durchgeführt. Ziel war es, diese Methode als sanfte 
Alternative zur herkömmlichen Aufreinigung mittels Ultrazentrifugation und 
Redispergierung durch die Sonotrode zu etablieren. Die dargestellten Ergebnisse 
sprechen jedoch nicht hinreichend für eine uneingeschränkte Anwendung dieser 
Methode. Generell wurde durch die Messungen belegt, dass das Ergebnis in 
erheblichem Maße von den einzustellenden Parametern, wie dem Injektionsfluss, 
der Injektions- bzw. Fokussierungszeit, dem Fokussierungsfluss und dem 
Querfluss abhängt. Dies wird auch schon durch die Gleichungen 3.5 bzw. 3.7 zur 
Berechnung des Diffusionskoeffizienten beschrieben. Weitere Faktoren, die einen 
starken Einfluss auf das Ergebnis haben sind der zeitliche Verlauf des Querflusses 
während der Trennungsphase, die Art der Partikel bzw. deren Stabilisierung sowie 
die Art der Membran. Alle diese Faktoren können mehr oder weniger direkt 
beeinflusst werden und müssen bei der Bewertung des Ergebnisses berücksichtigt 
werden. So konnten beispielsweise für CaP/PEI-Nanopartikel mit der RC- und 
PES-Membran gute Ergebnisse mit einer Rückgewinnungsrate von bis zu 92 % 
erzielt werden, wie die Messungen 14, 37 und 38 belegen. Auch den positiven 
Einfluss durch Reduktion der Wechselwirkungen zwischen Partikel und 
Membran konnte mit den Messungen 39 bis 43 bestätigt werden. Außerdem 
wurde nachgewiesen, dass ungebundenes Polyethylenimin mittels AF4 von den 
Partikeln abgetrennt werden kann, wie die Messungen 47 und 48 belegen.  
Für die CaP/CMC-Nanopartikel konnte jedoch trotz hoher Rückgewinnungsrate 
keine hinreichende Trennung erzielt werden, wie die Messungen 49 bis 53 zeigen.  
Insgesamt hat sich gezeigt, dass sich die RC-Membran offenbar besser für geringe 
Injektionsvolumina (bis 2 mL) an CaP/PEI-Nanopartikeln eignet, während mit 
der PES-Membran bessere Ergebnisse mit größeren Mengen (> 5 mL) erzielt 
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wurden. Generell zeigt sich jedoch, dass auch bei idealen Durchflussparametern 
ein nicht unerheblicher Teil der injizierten Partikel an der Membran adsorbiert, 
da die Wechselwirkungen zwischen den Partikeln und der Membran auch mit 
einem Zusatz an NaCl nicht vollständig unterbunden werden konnten. 
Dies ist der Hauptgrund, weshalb die AF4 unter den gegebenen Bedingungen nur 
bedingt geeignet für die präparative Aufreinigung dieser Partikel erscheint.  
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Änderung der Morphologie, die in einigen 
Messungen beobachtet wurde. Da dies insbesondere bei Messungen mit hohem 
Querfluss beobachtet wurde, sollte bei zukünftigen Anwendungen hinsichtlich 
des Querflusses sehr genau zwischen Nutzen und Risiko abgewogen werden. 
Für die metallischen Partikel ergibt sich ein weiteres Problem. Diese zeigten unter 
den gewählten Bedingungen für alle Messungen einen viel stärkeren Trend zur 
Adsorption an der Membran, als es für die Calciumphosphat-Partikel der Fall war. 
Dies deutet daraufhin, dass nicht nur die Oberflächenfunktionalisierung, sondern 
auch der Partikelkern einen Einfluss auf die Wechselwirkung mit der Membran 
ausübt. Eine weitere Anwendung sollte daher nur in Betracht gezogen werden, 
wenn die Wechselwirkung zwischen Partikeln und Membran zu einem hohen 
Anteil unterbunden werden können. Sind biologische Anwendungen mit den 
gereinigten Partikeln geplant, so scheiden Tenside für diesen Zweck aus. Es ist 
jedoch eine Oberflächenfunktionalisierung der Membran selbst denkbar.  
Auf diese Weise könnte möglicherweise erreicht werden, dass die Partikel 
weniger stark an der Membran adsorbieren und gleichzeitig nicht durch weitere 
Zusätze kontaminiert werden.  
Auch für die Calciumphosphat-Nanopartikel sollte diese Methode in Betracht 
gezogen werden, um zunächst die Reproduzierbarkeit zu steigern, bevor eine 
Anwendung an biologisch aktiven Partikeln untersucht wird. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Calciumphosphat-Nanopartikel dargestellt, 
die über eine kovalente Funktionalisierung den Komplexliganden DOTA tragen. 
Dieser ermöglicht die Beladung mit Kupfer(II)-Ionen. Die gezeigten Analysen 
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bestätigen, dass sich diese Partikel hinsichtlich Größe und Morphologie kaum von 
den anderen dargestellten Calciumphosphat-Nanopartikeln unterscheiden. Auch 
konnten sie mit in einer recht einfachen Methode hergestellt werden. Die 
Beladungseffizienz mit Kupfer(II)-Ionen liegt dabei in dem literaturbekannten 
Bereich. Um eine höhere Beladung der Partikel mit Kupfer zu erreichen, wäre es 
sinnvoll, einen anderen Liganden zu wählen, der von sich aus bereits eine erhöhte 
Aufnahmefähigkeit für Kupfer besitzt.  
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7 Summary 
 
Within the first part of this thesis, multiple measurements with different kinds of 
nanoparticles were carried out using various settings concerning asymmetric flow 
field-flow fractionation. The main goal was to establish this method as soft 
alternative to the common way of purification, which is ultracentrifugation 
followed by sonication.  
However, the results presented do not sufficiently indicate the full application of 
this method. In general, the measurements showed that the results depend to a 
extensive level on the flow parameters, which are the injection flow, the injection 
or focusing time, the focus flow and the cross flow. This is also already described 
by the equations 3.5 and 3.7 for the calculation of the diffusion coefficient. Other 
factors which have a strong influence on the result are the temporal course of the 
cross flow during the elution step, the type of the particles or their stabilization as 
well as the type of the membrane. All these factors can be more or less directly 
influenced and must be taken into account when evaluating the results. For 
example, good results with a recovery rate of up to 92 % could be achieved for 
CaP/PEI nanoparticles with the RC and PES membranes, as shown by 
measurements 14, 37 and 38. Also the positive influence by reducing the 
interactions between particles and membrane could be confirmed with the 
measurements 39 to 43. Moreover, it was shown that unbound polyethylenimine 
can be separated from the particles by means of AF4, as shown by measurements 
47 and 48. For the CaP/CMC nanoparticles, however, a satisfactory separation 
was not achieved despite a high recovery rate, as shown in the measurements 49 
to 53. Overall, the RC membrane has been shown to be better suited for small 
injection volumes (up to 2 mL) of CaP/PEI nanoparticles, whereas better results 
with larger amounts (> 5 mL) were achieved with the PES membrane. In general, 
it is found that even in the case of ideal flow parameters, a not inconsiderable part 
of the injected particles adsorbs to the membrane, since the interactions between 
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the particles and the membrane could not be completely prevented even with the 
addition of NaCl. This is the main reason why the AF4 appears to be only of 
limited applicability for the preparative purification of these particles under the 
given conditions. Another important aspect is the change in the morphology 
observed in some measurements. Since this was observed in particular in the case 
of measurements with a high cross flow, future applications should be weighed 
very precisely between the risk and the benefit regarding the cross flow. A further 
problem arises for the metallic particles. Under the selected conditions these 
showed a much stronger trend for adsorption to the membrane for all 
measurements as it has been the case for the calcium phosphate particles. This 
suggests that not only the surface functionalization but also the particle core exerts 
an influence on the interaction with the membrane. A further application should 
therefore only be considered if the interaction between particles and membrane 
can be prevented to a large extent. If biological applications are planned with the 
purified particles, surfactants are excluded for this purpose.  
However, a surface functionalization of the membrane itself is conceivable. In 
this way, it could possibly be achieved that the particles adsorb less strongly to 
the membrane and are not contaminated at the same time by further additives.  
This method should also be considered for the calcium phosphate nanoparticles 
in order to first increase the reproducibility before an application to biologically 
active particles is investigated.  
In the second part of this thesis, calcium phosphate nanoparticles were prepared 
which carry the complex ligand DOTA through a covalent functionalization. This 
allows loading with copper (II) ions. The performed analyses prove that these 
particles differ little in terms of size and morphology from the other calcium 
phosphate nanoparticles shown in this work. Also, they can be prepared by means 
of a rather easy method. The loading efficiency with copper (II) ions is in the 
range known from the literature. In order to achieve a higher loading of the 
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particles with copper, it would be advisable to choose another ligand which 
already has an increased absorption capacity for copper.  
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9 Anhang 
 
9.1 Liste der Chemikalien 
 
Name Herstelle CAS-Nr. Bemerkung 
Ammoniaklösung Carl Roth 1336-21-6 30-33% 
Calciumlactat Pentahydrat Fluka 5743-47-5  
Calciumnitrat Tetrahydrat Fluka 13477-34-4  
Diammonium-
hydrogenphosphat 
Fluka 7783-28-0  
Ethanol Fischer 
Scientific UK 
64-17-5 p.a. 
Natrium-
Carboxymethylcellulose 
Fluka 9004-32-4 „Tylose“ MH 
300 
Natriumchlorid Berndt Kraft 7647-14-5  
Natriumhydroxid AnalaR 
Normapur 
1310-73-2  
Polyethylenimin Sigma Aldrich 9002-98-6  
Polyvinylpyrrolidon Sigma Aldrich 9003-39-8  
Phosphatpufferlsg. Berndt Kraft  pH 7, Phos-
phatgemisch 
Silbernitrat Carl Roth   
Tetrachlorogoldsäure    
Trinatriumcitrat Dihydrat AppliChem 6132-04-3  
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9.2 Liste der verwendeten Geräte 
 
Bezeichnung Hersteller Bemerkung 
Analytische 
Scheibenzentrifuge 
CPS Instruments  Disc Centrifuge DC 
24000 
Asymmetrische Fluss Feld-
Fluss Fraktionierung 
Postnova AF2000; Inkl. 
Fraktionssammler 
AAS Thermo Electron 
Corporation 
M-Serie Perkin-Elmer 
4110ZL 
Dynamische Lichtstreuung Malvern Instruments Zetasizer Nano ZS 
Rasterelektronenmikroskopie FEI Quanta 400 FEG 
Ultrazentrifuge Thermo Scientific SORVALL WX Ultra 
Series, Type 70 Ti 
Rotor, Beckmann 
Coulter 
Ultraschalldisperser Hielscher Sonotrode 7, 
Amplitude 70%, Puls 
0,8 
UV/Vis-Spektrometer Varian Cary Bio 300 
UV/Vis-Spektrometer GE Healthcare Ultrospec 3100 pro 
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9.3 Abkürzungsverzeichnis 
 
AAS ....................... Atomabsorptionsspektroskopie 
ABB ....................... Abbildung 
AF4 ........................ Asymmetrischer Fluss Feld-Fluss Fraktionierung 
BSE ........................ Rückstreuelektronen, engl. Backscattering electrons 
CaP ........................ Calciumphosphat 
CMC ...................... Carboxymethylcellulose 
CTA ....................... Cellulosetriacetat 
CTAB .................... Cetyltrimethylammoniumbromid 
DCS ....................... Analytische Scheibenzentrifuge, engl. Differential 
Centrifugal Sedimentation 
DLS........................ Dynamische Lichtstreuung 
DLVO .................... Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek 
DNA ...................... Desoxyribonukleinsäure, engl. Desoxyribonucleidacid 
DOTA .................... 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure 
DOTATOC ............ (DOTA(0)-Phe(1)-Tyr(3))octreotid 
DTNB .................... 5,5‘-Dithiobis-2-nitrobenzoesäure 
FITC ...................... Fluoreszeinisothiocyanat 
FFF ........................ Feld-Fluss Fraktionierung 
HKL ....................... Hohlkathodenlampe 
KCPS ..................... Anzahl an Photonen pro Sekunde in tausend; engl. kilocounts 
per second 
MPS ....................... 3-Mercaptopropyltrimethoxysilan 
MWCO .................. Trennungsgrenze entsprechend des Molekulargewichts; engl. 
Molecular Weight Cut-Off 
PCS ........................ Photonenkorrelationsspektroskopie 
PDI......................... Polydispersitätsindex 
PEI ......................... Polyethylenimin 
PES ........................ Polyethersulfon 
PET ........................ Positronen-Emissions-Tomografie 
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PVA ....................... Polyvinylalkohol 
PVP ........................ Polyvinylpyrrolidon 
RC .......................... Regenerierte Cellulose 
REM ...................... Rasterelektronenmikroskopie 
RNA ....................... Ribonukleinsäure, engl. Ribonucleic acid 
SE .......................... Sekundärelektronen 
TEOS ..................... Tetraethylorthosilicat 
UV/Vis ................... Ultraviolett/Sichtbares Licht 
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